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Resumen 
Durante la realización de este proyecto se han estudiado los diferentes métodos de 
coloración del acero inoxidable dando una mayor relevancia a aquellos basados en la 
electroquímica por ser más rápidos, facilitar el control del color obtenido y proporcionar unas 
mejores propiedades finales de la pieza. Se ha trabajado con el método INCO de corriente 
continua y con el método ACE (Altern Current Electrochemical) de corriente alterna. 
El método INCO se basa en una primera etapa de anodización a un potencial constante y 
después, una posterior de endurecimiento catódico de la pieza. Mediante este método se 
obtienen diferentes colores con una buena homogeneidad y adherencia pero es difícil el 
control del color final de la pieza ya que durante el endurecimiento se produce un crecimiento 
de la capa formada. El método ACE se basa en la aplicación de una densidad de corriente 
alterna que provoca la anodización y el endurecimiento en cada uno de los ciclos de trabajo. 
Es un método de fácil aplicación y se controla el color final de la pieza con las lecturas de 
potencial catódico (Ecp).  
Una vez optimizados los procesos de obtención de piezas de acero inoxidable se han 
caracterizado propiedades como su liberación de iones en solución de Ringer, para conocer 
el efecto barrera de la capa y así ver si esta protegía de la liberación de iones Ni. Este efecto 
daría posibilidad de implantar el material recubierto para aplicaciones biomédicas. También 
se estudia la resistencia a la corrosión del recubrimiento comparada con el material sin tratar 
y así comprobar si es más noble. Se ha estudiado su capacidad de resistir procesos como la 
esterilización en una autoclave y así estudiar si se podrían recubrir materiales quirúrgicos 
que se esterilizan antes de cada utilización. Se ha intentado conocer la composición de la 
capa formada mediante rayos X rasantes y se han buscado en diferentes artículos 
informaciones como métodos para caracterizar el color de la capa formada, mecanismos de 
crecimiento de capa y estudios realizados para conocer la composición de la capa y incluso 
para mejorar sus propiedades. 
Por otro lado, se han realizado ensayos para ver su viabilidad en aplicaciones biomédicas. 
Se realizaron ensayos de citotoxicidad para comprobar que la liberación de iones al medio 
no provocase la muerte de las células en contacto. Otros estudios realizados de agregación 
plaquetaria dan información sobre la trombogeneidad del material ya que éste podría tener 
gran aplicación en el campo de los implantes cardiovasculares. En el caso del acero 
inoxidable sin tratar es necesaria la ingestión de medicamentos anticoagulantes para 
disminuir el efecto trombogénico que podría verse disminuido con la aplicación de este 
recubrimiento.  
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1. Glosario 
Eº: Potencial estándar [V] 
Ecp: Potencial de pico catódico [V] 
Epit: Potencial de picadura [V] 
n: Índice de refracción de la capa 
d: Espesor de la capa [nm] 
λmax: Longitud de onda máxima [nm] 
λmin: Longitud de onda mínima [nm] 
m: Grado de interferencia 
L*; a*; b*: Coordenadas cromáticas 
∆E*ab: Diferencia entre colores en 
coordenadas cromáticas 
X/Xn; Y/Yn; Z/Zn: Coordenadas tristímulos 
c: Concentración de células [células/ml] 
ncel: Número de células 
v: Volumen total [ml] 
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2. Prefacio 
El acero inoxidable 316L es uno de los materiales metálicos que se utilizan habitualmente en 
aplicaciones biomédicas. Uno de los principales problemas que presenta es la liberación de 
iones metálicos y más concretamente de iones Ni que provocan alergias en un gran número 
de pacientes. En algunos implantes realizados con este material se han introducido 
tratamientos superficiales con el fin de evitar el contacto del Ni con el cuerpo. Una de las 
técnicas más utilizadas es la implantación iónica que presenta buenos resultados pero 
resulta una técnica cara.  
El acero inoxidable forma una capa de óxido de cromo que protege el material de la 
corrosión. En este proyecto se ha partido de la hipótesis que si se hiciera crecer la capa de 
forma suficiente esta podría ejercer de barrera de tal forma que se evitaría el contacto de los 
iones Ni con el cuerpo. Esta es una forma más económica que las utilizadas en la actualidad 
para evitar los efectos nocivos del Ni por lo que es interesante conocer las características de 
la capa formada y si esta cumple las propiedades deseadas. 
Además, la aplicación del acero inoxidable 316L en implantes cardiovasculares provoca la 
necesidad de tomar medicamentos anticoagulantes debido a las características 
trombogénicas del material. Uno de los ensayos a realizar sería ver la agregación plaquetaria 
del material coloreado y así compararla con el acero inoxidable sin colorear. Así, se podría 
recomendar su uso para este tipo de implantes en el caso que presentase una menor 
agregación plaquetaria. 
También se ha pensado en la técnica de coloración del acero inoxidable quirúrgico para 
ayudar a distinguir entre diferentes tipos de materiales de cirugía. Así sería más fácil 
distinguir el instrumental utilizado y la técnica necesaria no supondría un gran 
encarecimiento del producto. 
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3. Introducción 
Los objetivos de este proyecto son el estudio de las diferentes técnicas de coloración del 
acero inoxidable estableciendo los parámetros de operación óptimos para cada método. Los 
ensayos se basan en los métodos electroquímicos de coloración por ser los que producen 
una capa con mejores propiedades. Se estudian los parámetros de los que dependen la 
homogeneidad, adherencia y el color final de la capa llegando a obtener unos parámetros de 
trabajo optimizados.  
Se pretende establecer de forma clara una relación entre el tiempo, el potencial o la 
densidad de corriente de trabajo y el color final obtenido. Una vez caracterizadas las 
condiciones para cada color se quiere establecer que métodos de caracterización serán los 
más adecuados para estudiar las posibles aplicaciones del material. 
Durante la realización de este proyecto se caracterizará el recubrimiento desde dos puntos 
de vista diferenciados. El primero se basará en el estudio desde el punto de vista físico-
químico y que englobará tanto estudios realizados en el laboratorio como resultados de 
pruebas publicadas en revistas científicas. Un resumen de los temas que se tratarán es: 
- Liberación de iones metálicos 
- Resistencia a la corrosión electroquímica 
- Caracterización de la estructura mediante rayos X rasantes y microscopia SEM 
- Influencia del proceso de esterilización 
- Estudios de mecanismo de crecimiento de la capa de óxido 
- Estudio del espesor de la capa según el color 
- Estudio sobre color de la capa 
 
En segundo término se realizarán estudios de caracterización del recubrimiento desde el 
punto de vista biomédico. Estos estudios se centrarán en el análisis de la citotoxicidad de los 
extractos del material y en su agregación plaquetaria para ver su comportamiento en 
contacto con la sangre. 
De los resultados de citotoxicidad se podrá conocer si el material puede ser implantable sin 
provocar la muerte de las células que estén en contacto. Con los resultados de agregación 
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plaquetaria se podrá descubrir si la superficie creada es trombogénica y por lo tanto se verá 
si el material recubierto puede ser utilizado en implantes cardiovasculares como el caso de 
stents. 
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4. Coloración del Acero Inoxidable 
El proceso de coloración del acero inoxidable se basa en la formación de una capa de óxido de 
cromo en su superficie. Se pueden obtener diferentes colores dependiendo del espesor de la capa 
ya que la luz interfiere de forma distinta con el substrato de acero inoxidable.  
La coloración del acero inoxidable es un proceso ampliamente utilizado debido a sus propiedades 
estéticas, su adherencia y su alta resistencia a la corrosión. Se pueden obtener una amplia variedad 
de colores así como acabados mates y brillantes. Por todo esto se considera una técnica muy 
utilizada en campos como la arquitectura y la decoración. 
Se han encontrado diversos estudios previos en los que se propone diferentes métodos de 
coloración [2-4,6]: 
 Coloración térmica: Es la técnica más antigua y se basa en la introducción de las muestras 
en un horno a diferentes temperaturas. Según la temperatura elegida se obtendrá un 
espesor de capa diferente y por lo tanto se podrán lograr diferentes coloraciones. 
 Coloración química: Las muestras se colorean por inmersión en una solución de CrO3 2,5 M 
y H2SO4 5,0 M a una temperatura de 80 ºC. El control del color se realiza mediante la medida 
de la diferencia de potencial respecto un electrodo de platino en función del tiempo de 
inmersión. 
 Coloración electroquímica: Es el método más moderno. Gracias a su utilización se ha 
mejorado la dureza de la capa de óxido formado y su resistencia a la corrosión y el desgaste. 
Dentro de este grupo se encuentran los procesos INCO y ACE. En estos procesos se 
centrará el estudio de la coloración. 
 
4.1. Preparación de las muestras 
Uno de los puntos más importantes a tener en cuenta en el proceso de coloración del acero 
inoxidable es la preparación de las piezas. Para la realización de este proyecto se ha trabajado con 
muestras del mismo material, acero inoxidable 316 y 316L utilizado para aplicaciones biomédicas, 
pero con formas y dimensiones distintas según el tipo de ensayo realizado. La composición del 
acero inoxidable utilizado en la realización de este proyecto se muestra en la Tabla 1: 
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Las dimensiones y la forma de las piezas son variables ya que la finalidad del proyecto es poder 
obtener una buena coloración independientemente de la muestra. Además, como se ha dicho antes, 
el tipo de ensayo realizado para caracterizar el recubrimiento condiciona las dimensiones de la 
muestra. Por esta razón se deberán ajustar los parámetros elegidos en la coloración para cada caso 
concreto.  
El primer paso en el tratamiento de las muestras es el pulido que se realiza de forma mecánica con 
discos de SiC. Este paso es importante ya que de la calidad de la superficie de la que se parte 
dependerá el brillo de la capa de óxido que se formará con el tratamiento posterior. Para 
aplicaciones industriales se recomienda un pulido electroquímico de las muestras ya que es más 
fácilmente aplicable para muestras con formas y dimensiones muy variables. En piezas acabadas 
con aspecto brillante no se hace necesario el pulido ya que el proceso de coloración se realiza sin 
dificultad. Un ejemplo de pulido electroquímico utilizado previo a la coloración es la introducción de 
las muestras en una mezcla de ácido sulfúrico y fosfórico a 65 ºC y la aplicación de una densidad de 
corriente constante de 8000 A/m2, este tratamiento se aplica durante 70 segundos aproximadamente 
[7].  
Para la obtención de un recubrimiento homogéneo y con buena adherencia las piezas que se 
introduzcan en el baño deben estar limpias y tener la superficie desengrasada. Una vez la muestra 
está pulida y se limpia con agua destilada se puede realizar el proceso de desengrasado. El método 
más utilizado es la introducción de las muestras en un baño de acetona y la aplicación de 
ultrasonidos [2-4,7-10]. Una vez se ha realizado este paso la pieza está lista para el proceso de 
coloración. 
Se han encontrado procesos de coloración que introducen un paso previo al desengrasado por 
ultrasonidos que se basan en la introducción de las muestras en un baño con una solución alcalina 
Tabla 1 
Elemento Cantidad (% peso) 
Carbono 0.03% 
Cromo 20% 
Níquel 8% 
Molibdeno 2.97% 
Hierro 69% 
Tabla 1. Composición del acero inoxidable 316L. 
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en caliente [3,8,9]. Otro método utilizado es la aplicación de una densidad de corriente de 1 mA/cm2 
durante 15 minutos en una solución de ácido nítrico 1M [5].  
Se ha podido comprobar que para la eliminación de impurezas localizadas en la superficie de las 
muestras son útiles los procesos de decapado por lo que se ha trabajado con distintas soluciones 
para evaluar su eficacia en el proceso de preparación de muestras para la coloración de acero 
inoxidable. Los decapados con los que se ha trabajado son: 
• Disolución de HCl (30%) durante un minuto. Se ha ensayado un decapado químico y 
también electrolítico con la ayuda de una fuente de alimentación externa. Se desestimó 
este tipo de decapado debido a que no permitía ajustar los parámetros para la obtención 
de los colores. 
• Disolución de 100 cm3/l H2SO4 + 350 cm3/l HNO3 + 32 g/l F(NH4). Se ha ensayado 
químicamente y también se desestimó debido a que su acción era muy lenta. Debido a 
este problema se alternó con la solución de HCl (30%) pero el resultado no fue 
satisfactorio. El tiempo de inmersión en el baño era demasiado elevado. 
• Disolución de 5-10%Vol H2SO4 + 5%Vol HNO3. Su acción era muy lenta así que también 
se desestimó. 
• Disolución de HF (5%) + HCl (25%) a 50ºC realizando un decapado anódico de la pieza a 
unos 2-3 V durante 5 segundos.  
 
El decapante que dio mejores resultados fue la disolución de HCl (55%) para el método ACE. 
Aunque este decapante anula la anodización en el método INCO para algunos tipos de acero 
inoxidable, por lo que para éste método es más adecuado utilizar la disolución de HF (5%) + HCl 
(25%) a 50ºC.  
Es muy importante en los métodos INCO y ACE que las piezas no permanezcan dentro del 
medio electrolítico durante mucho tiempo antes de comenzar la electrólisis, ya que la capa de 
óxido comenzaría a formarse sólo por temperatura y esta perdería mucha adherencia. Lo óptimo 
es que comience la electrólisis en el momento en el que la pieza es sumergida en el medio 
electrolítico. 
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4.2. Elección de la temperatura del baño electrolítico 
En general temperaturas entre 40º C y 100º C pueden ser empleadas para la coloración del 
acero inoxidable. Temperaturas por debajo de 40 ºC dan como resultado una reactividad muy 
pobre y los tiempos para completar el proceso de coloración se incrementan considerablemente. 
Temperaturas por encima de los 100º C pueden dar problemas de falta de homogeneidad en el 
color (por diferencias en el espesor de la capa de óxido) y una apreciable evaporación de la 
solución. Como consecuencia, temperaturas entre 60º C y 80º C son preferibles en la coloración 
electrolítica del acero inoxidable. 
Las altas temperaturas aceleran el proceso de coloración ampliamente, como se muestra en la 
Figura 1, la cual señala los tiempos requeridos para obtener los colores azul y dorado en el 
método ACE (corriente alterna) a diferentes temperaturas del medio electrolítico. 
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Por esta razón se decidió fijar la temperatura del medio electrolítico entre 78 y 80 ºC, para que la 
duración de los ensayos fuera mínima y así maximizar el número de ensayos a realizar. Por último 
hay que remarcar que una pequeña variación en la temperatura (3ºC o superior) puede dar 
diferencias apreciables en la tonalidad del color obtenido. Por lo tanto, la temperatura es un 
parámetro que se debe controlar cuidadosamente, sobretodo en contenedores grandes. 
Fig. 1. Tiempo de coloración versus temperatura en el método ACE. 
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4.3. Coloración con corriente continua: Método INCO 
La coloración de acero inoxidable austenítico mediante el método INCO está dividida en dos partes 
diferenciadas: 
- La coloración química en un baño a 80 ºC y con una composición de CrO3 2,5 M y H2SO4 5,0 
M. En este paso se consigue el crecimiento de una capa de óxido de cromo y por lo tanto la 
coloración de la muestra. La capa formada es porosa y no tiene suficiente dureza por lo que 
presenta malas propiedades de corrosión y resistencia al desgaste. 
- El endurecimiento electrolítico que consiste en la introducción de la muestra en una solución 
que contiene CrO3 (250 g l-1) y H2SO4 (250 g l-1) y que se trata con una densidad de corriente 
catódica de 2 mA cm-2 durante 10 minutos a temperatura ambiente.  Esto provoca un cambio 
de color de la capa ya que esta crece de forma continua. De esta forma se consigue un 
endurecimiento de la capa formada y un sellado de los poros formados por lo que se 
aumenta su resistencia a la corrosión y al desgaste. 
El proceso de coloración se ha realizado en una célula electrolítica conectada a un potenciostato 
modelo VOLTALAB PGZ 311, conectado a un ordenador, desde donde se controla el  ensayo 
mediante un programa informático llamado VOLTAMASTER4. 
El ensayo consiste en controlar la diferencia de potencial que se establece entre el electrodo auxiliar 
de Platino, con una superficie de 240 mm2, y la muestra. Esta diferencia de potencial, se mide 
mediante un electrodo de referencia de Ag/AgCl. 
Se ha trabajado con la función Potentiostatic Pause  que permite trabajar a potenciales y tiempos 
controlados por lo que se puede establecer los potenciales y tiempos necesarios para la obtención 
de cada tipo de color. La secuencia del método se muestra en las Figuras 2 y 3. 
Fig. 2. Secuencia de trabajo del método INCO. 
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Después de la realización de unos 200 ensayos se pueden llegar a conocer las condiciones óptimas 
de trabajo para la obtención de diferentes colores. Una muestra de los valores ensayados se 
encuentra en la Tabla 2. Cabe destacar que todos los ensayos se realizan a una temperatura 
constante de 80 ºC. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 2 
Color 
Diferencia de 
potencial (mV) 
Tiempo (min) 
Intensidad después de 
1 minuto (A/dm2) 
 Marrón claro 1150 3 0.04 
 Marrón oscuro 1155 3 0.11 
 Azul 1160 3 0.18 
 Amarillo-Dorado  1170 3 0.42 
 Rosa 1178 6 0.53 
 Verde 1182 7 0.55 
Tabla 2. Coloración mediante el método INCO a 80 ºC. 
Fig. 3. Parámetros de trabajo del método INCO. 
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Una vez se realizan los ensayos de coloración por el método INCO se obtienen a través del 
programa VOLTAMASTER4 unas curvas intensidad versus tiempo que son diferentes para cada 
color. Un ejemplo de estas curvas se muestra en la Figura 4.   
Si se observa la gráfica obtenida se puede ver que en la primera parte de esta hay una caída 
brusca de la intensidad hasta que esta se estabiliza e incluso se incrementa levemente. En esta 
fase del procedimiento no hay coloración del acero inoxidable. La coloración comienza en el 
momento en que la intensidad de corriente que hay entre ánodo y cátodo empieza a disminuir, 
ya que los óxidos depositados en la superficie actúan como aislante y dificultan el paso de la 
corriente.  
 
Se pueden representar estas curvas de intensidad versus tiempo de coloración para diversos 
potenciales. Se obtienen colores distintos y de forma controlada siguiendo los parámetros 
encontrados de forma experimental que se muestran en la Tabla 2. Un ejemplo de las curvas que se 
esperan para dos potenciales distintos se muestra en las Figuras 5 y 6. 
 
 
 
Fig. 4. Curvas de intensidad versus tiempo en la coloración mediante el método INCO. 
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Fig. 6. Curvas de intensidad versus tiempo. Método INCO 1160 mV. 
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Fig. 5. Curvas de intensidad versus tiempo. Método INCO 1170 mV. 
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Cabe destacar que con la realización de este proceso de coloración a un potencial constante 
(coloración química) se obtienen todos los colores estudiados. El resultado de esta coloración son 
recubrimientos con mala adherencia y con mucha porosidad, que tendrán peores características de 
resistencia a la corrosión. Para mejorar la calidad del recubrimiento obtenido se introduce en un 
segundo paso el proceso de endurecimiento electrolítico de la capa. Según la bibliografía consultada 
gracias a este nuevo punto se endurece la capa depositada con anterioridad y se sellan los poros 
[4].  
Tal y como se ha descrito con anterioridad el endurecimiento se realiza introduciendo las muestras 
en una solución que contiene CrO3 (250 g l-1) y H2SO4 (250 g l-1) y que se trata con una densidad de 
corriente catódica de 2 mA cm-2 durante 10 minutos a temperatura ambiente.  Este proceso se 
realiza también mediante el programa VOLTAMASTER4 utilizando el método Chrono Potenciometry 
tal y como se muestra en la Figura 7. 
 
 
 
 
Se debe calcular el área implicada en el proceso de endurecimiento para obtener la densidad de 
corriente óptima. Una vez se conoce este parámetro se programa el ciclo de tal forma que se 
consiga que sólo circule la corriente en el sentido adecuado. El proceso utilizado para una área de 5 
cm2 se muestra en la Figura 8. 
 
 
Fig. 7. Selección del método de trabajo para el endurecimiento electrolítico. 
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(Ec. 4.1) 
(Ec. 4.2) 
 
Debido a este segundo tratamiento el recubrimiento evoluciona aumentando de espesor por lo que 
el color final de la muestra no será el mismo. Este tratamiento deberá tenerse en cuenta si se quiere 
obtener un color en particular ya que altera el proceso anterior. 
Si se realiza un estudio de los dos procesos que conforman el método INCO de coloración se 
pueden ver las reacciones que suceden en cada momento [3-4,8-9]. El método de coloración 
química se basa en la anodización de la muestra por lo que la reacción que se produce es: 
−+= + neMM n   
Donde M indica los constituyentes de la aleación matriz (acero inoxidable 316L), por ejemplo Fe, Cr 
o Ni. 
Durante el endurecimiento se cambia de polaridad y la muestra actúa como cátodo por lo que la 
reacción que se produce es la siguiente: 
OHCreHOCr 2
3
72 72614 +→++ +−+−  
En la que se deposita óxido de cromo procedente de la solución que endurece la capa y sella los 
poros existentes. 
 
 
Fig. 8. Parámetros de trabajo para endurecimiento electrolítico. 
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4.4. Coloración con corriente alterna: Método ACE 
El método ACE se basa en la aplicación de corriente alterna en un baño en el que se encuentra la 
muestra como electrodo de trabajo, una malla de platino como electrodo auxiliar y un electrodo de 
referencia de Ag/AgCl. El baño tiene la misma composición que en el caso del método de corriente 
continua INCO (CrO3 2,5 M y H2SO4 5,0 M) [2-5,9-10]. 
El proceso de preparación de las muestras para su posterior coloración se realiza de la misma forma 
que para el método INCO. Esto se muestra en el apartado 4.1. con más detalle. Una vez la muestra 
está preparada se introduce en el baño antes descrito y se procede a la realización del ensayo. Para 
la aplicación de esta técnica se utiliza la opción del programa VOLTAMASTER4 llamada Chrono 
Potenciometry mostrada en la Figura 9. 
 
El hecho de trabajar con corriente alterna provoca que se realice el proceso de coloración y 
endurecimiento en cada una de los ciclos debido al cambio en la polaridad de los electrodos. Esta es 
una gran mejora ya que se evita la necesidad de un nuevo paso de endurecimiento al finalizar la 
coloración como sucede con el método INCO. Un esquema de los ciclos del método ACE se 
muestra en la Figura 10. 
 
 
Fig. 9. Selección del método de trabajo para coloración con corriente alterna. 
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Para obtener un tipo de ciclo como el de la figura anterior se deben seleccionar de forma adecuada 
los parámetros de trabajo. Esto se debe de realizar cada vez que se cambia de forma de la muestra 
puesto que el área expuesta al proceso de coloración será distinta. Según la bibliografía si se 
optimiza la densidad de corriente aplicada se encuentra que los ciclos deberían realizarse con una 
densidad de corriente de 0.4 A/dm2 durante tres segundos y una inversión de polarización con una 
densidad de corriente tres veces mayor pero durante un tiempo tres veces menor (1.2 A/dm2 1s). De 
esta forma la corriente total que circula es la misma en los dos sentidos. Una vez se conoce este 
parámetro y se calcula el área que se va a colorear se puede determinar el valor de la corriente del 
ensayo. Para la elección del número de ciclos simplemente se introduce un número superior al 
necesario ya que el ensayo se detendrá en el momento en que se alcance el valor de potencial 
catódico requerido. 
 
0.4 A/dm2 
-1.2 A/dm2 
Fig. 10. Esquema de la corriente aplicada en el método ACE. 
Fig. 11. Parámetros de trabajo para la coloración con el método ACE. 
Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 1 
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 Fig. 13. Partes del proceso de coloración con el método ACE. 
Después de la realización del ensayo se obtienen en el programa VOLTAMASTER4 curvas como la 
que se muestra en la Figura 12.  
Para controlar el color final de la pieza se debe estudiar la evolución de estas curvas ya que la 
coloración se puede dividir en tres pasos. 
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Fig. 12. Curvas de potencial versus tiempo en el método ACE. 
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La zona superior representa las fases anódicas de cada ciclo. Como se puede observar esta zona 
se mantiene casi totalmente constante durante todo el ensayo a un potencial cercano a los 1180 
mV. Este es el llamado potencial de equilibrio. La zona inferior de la gráfica muestra los picos de 
potencial en la fase catódica de cada ciclo y es mucho más interesante, ya que puede servir para 
controlar el proceso de coloración. A estos picos de potencial catódico se les llama “cathodic peak 
potential (Ecp)”.  
Como se puede observar en la Figura 13 la región catódica contiene 3 zonas bien diferenciadas. En 
la zona A, el Ecp se incrementa lentamente con cada ciclo de corriente alterna, y al llegar a un valor 
cercano a los -550 mV entonces aumenta rápidamente en la zona B, donde el acero inoxidable se 
empieza a colorear. Se debe tener en cuenta que es importante jugar con los valores de corriente 
aplicada para conseguir que el potencial catódico de partida se sitúe en -550 mV ya que valores 
inferiores provocan un tiempo más largo de proceso sin efectos de recubrimiento de la muestra. 
Finalmente en la zona C el Ecp tiende a incrementarse con cada ciclo pero más suavemente que en 
la zona B. En la zona C es donde el color cambia desde marrón a negro, azul, azul-dorado, dorado, 
púrpura y finalmente verde. A bajas temperaturas la curva descrita por la región catódica se suaviza 
y se requieren más ciclos para obtener la tonalidad deseada. Por eso se decidió fijar la temperatura 
a 80 ºC en todos los ensayos. 
Después de la realización de más de 100 ensayos se puede esquematizar en una tabla (Tabla 3) los 
colores resultantes para distintas condiciones y picos catódicos de potencial (Ecp) teniendo en 
cuenta que estos valores están referidos al electrodo de Ag/AgCl. En la bibliografía se pueden 
encontrar tablas de este tipo en las que se utiliza como referencia el electrodo de calomelanos y en 
las que se puede utilizar como parámetro de ensayo la frecuencia de cada ciclo que no es 
modificable con el programa informático que se utiliza en este caso. Por estas razones los valores 
de la bibliografía no coinciden con los obtenidos experimentalmente. 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 3 
Muestra Color Tiempo (ciclos) 
Pico catódico (Ecp) 
versus Ag/AgCl 
1 Marrón 68-80 230-240 
2 Negro 90-100 345-355 
3 Azul 120-135 410-425 
4 Dorado 140-155 810-840 
5 Púrpura 170-200 1014-1040 
Tabla 3. Coloración mediante el método ACE. 
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(Ec. 4.1) 
(Ec. 4.2) 
Según la bibliografía consultada, el mecanismo de formación de la capa de óxido de cromo sigue las 
siguientes reacciones [3-4,8-9]: 
−+= + neMM n   
Donde M indica los constituyentes de la aleación matriz (acero inoxidable 316L), por ejemplo Fe, Cr 
o Ni. 
Esta reacción 1 se produce cuando la muestra actúa como ánodo. Después del cambio de polaridad 
esta actúa como cátodo por lo que la reacción que se produce es la siguiente: 
OHCreHOCr 2
3
72 72614 +→++ +−+−  
Como se puede ver las reacciones que se producen son las mismas que en el caso del método 
INCO pero con la diferencia de que estas se producen en cada uno de los ciclos de forma alternada 
cosa que provoca la obtención de un recubrimiento con distintas características. En la primera parte 
del ciclo el cromo formador de la capa proviene de la oxidación del mismo metal y en la segunda 
parte del ciclo el cromo se produce a través de la reducción del cromo hexavalente de la solución. 
En el capítulo de caracterización físico-química del recubrimiento se hablará de forma más detallada 
del mecanismo de formación de este recubrimiento siguiendo la distribución de elementos final y los 
procesos de difusión que se producen. 
 
4.5. Comparación de métodos de coloración 
Existen tres grandes métodos de coloración de acero inoxidable. Pero no todos ellos permiten la 
obtención de gran variedad de colores y presentan las características de homogeneidad y de 
adherencia necesarias. 
La coloración térmica del acero inoxidable es el método más antiguo de coloración existente. Se 
basa en la introducción de muestras en un horno en presencia de oxígeno. Según la temperatura y 
el tiempo de exposición al tratamiento se pueden obtener colores pero es difícil llegar a controlar el 
color formada sobretodo si la atmósfera del horno no se puede regular para mantener siempre unos 
ciertos niveles de oxígeno. Las propiedades de la capa formada no son tan buenas como los otros 
métodos y los tiempos de trabajo son más largos por lo que esta es una técnica que no se utiliza en 
la actualidad. 
Otra técnica de coloración del acero inoxidable es la utilización de un baño químico. Poniendo en 
contacto la muestra con una solución de CrO3 y H2SO4 a 80 ºC. El control del color se realiza 
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midiendo el potencial versus el tiempo respecto un electrodo de platino. Este proceso es más lento 
que los métodos electroquímicos y las características de la capa según la bibliografía no son 
adecuadas [4]. Se ha estudiado el recubrimiento utilizando un microscopio electrónico de 
transmisión y se ha estimado que la densidad de poros era del orden de 1011 cm-2, con una fracción 
de poros del 20-30%. Este recubrimiento poroso es blando y tiene poca resistencia al desgaste por 
lo que se han desarrollado otros métodos de coloración que aporten unas mejores propiedades al 
recubrimiento final. 
Finalmente, se han desarrollado los métodos electroquímicos de coloración tratados en este 
proyecto. Los más conocidos con el método INCO de corriente continua y el método ACE de 
corriente alterna. La utilización de cada uno de estos métodos conlleva una serie de ventajas e 
inconvenientes.  
Un ventaja de la aplicación del método INCO es que el potencial que se debe aplicar es 
independiente de la superficie que se pretenda colorear. Se introduce un potencial fijo durante un 
cierto tiempo para el proceso de coloración química. Pero la necesidad de un segundo paso de 
endurecimiento electrolítico provoca que se deban tener dos baños independientes. Además, como 
se ha dicho con anterioridad este último paso provoca el crecimiento de la capa por lo que el control 
del color final es más difícil. Por último, la naturaleza del recubrimiento es distinta ya que la primera 
capa en formarse proviene de la oxidación del cromo metálico y después se deposita otra encima  
de características distintas ya que proviene de la reducción del cromo hexavalente de la solución. 
En el caso del método ACE se debe tener en cuenta la superficie a colorear para conseguir aplicar 
una densidad de corriente adecuada. Puede costar encontrar las condiciones  que permitan que el 
intervalo de potencial aplicado oscile entre -0,5 V y 1,2 V. Una vez se conoce la corriente que se 
debe aplicar se controla el final del proceso realizando lecturas del pico catódico. De esta forma se 
puede controlar el color exacto que se produce ya que sólo se necesita este paso para colorear, 
endurecer la capa y sellar los poros. Además el recubrimiento tiene un carácter mucho más 
homogéneo ya que en cada ciclo se produce oxidación del metal y reducción del cromo de la 
solución.  
Gracias a la sencillez del método y a las buenas propiedades del recubrimiento que se produce con 
el método de corriente alterna, se utilizará este proceso para caracterizar la capa formada desde el 
punto de vista biológico. Teniendo en cuenta que se estudiará su citotoxicidad y agregación 
plaquetaria. Se elige un valor de potencial catódico de 350 mV ya que produce una capa de espesor 
medio, suficientemente grande para ejercer un efecto barrera pero no tanto como para que esta 
presente pérdida de adherencia o inhomogeneidad.  
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5. Caracterización del recubrimiento desde el punto de 
vista físico-químico 
Una vez se ha conseguido recubrir el acero inoxidable de forma óptima y se conocen los parámetros 
clave para su obtención se debe proceder al estudio de la capa de óxido formada para ver las 
posibles aplicaciones en el campo de la ingeniería biomédica. 
Para caracterizar de forma amplia el recubrimiento desde el punto de vista físico-químico se han 
realizado diferentes ensayos. Estos ensayos serán tratados en este capítulo para discernir que tipo 
de método es el más adecuado para la coloración y que espesor de capa (color) tiene mejores 
propiedades para ser aplicado industrialmente en el sector biomédico. 
Los ensayos realizados para caracterizar los diferentes recubrimientos realizados han sido: 
- Liberación de iones metálicos 
- Resistencia a la corrosión electroquímica 
- Caracterización de la estructura mediante rayos X rasantes y estudios de microscopia SEM 
- Influencia del proceso de esterilización 
También se ha encontrado bibliografía específica sobre la formación y el espesor del recubrimiento 
que puede ayudar a comprender su naturaleza. Para ello se ha estudiado ha partir de artículos 
publicados la siguiente información: 
- Mecanismo de crecimiento de la capa de óxido 
- Estudio sobre color de la capa 
- Estudio del espesor de la capa según el color 
En este capítulo se tratarán cada uno de los apartados aquí nombrados de forma independiente y se 
realizarán unas conclusiones para especificar el método de trabajo, el potencial, la densidad de 
corriente y el tiempo necesarios para optimizar las características del recubrimiento. 
5.1. Liberación de iones metálicos 
La liberación de iones metálicos es uno de los problemas surgidos de la introducción de materiales 
metálicos en contacto con el cuerpo humano. El objetivo del estudio de la liberación de iones es 
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comprobar la cantidad de iones metálicos liberados en un medio salino para distintas muestras 
coloreadas. Para tal efecto se han coloreado muestras utilizando los métodos ACE e INCO  y se ha 
trabajado a diferentes potenciales para poder comparar el efecto del método de coloración y del 
propio color final. Obtenidos estos resultados se ha estudiado a su vez las diferencias con muestras 
de acero inoxidable sin colorear.  
El estudio de liberación de iones se ha realizado introduciendo las piezas coloreadas junto con un 
blanco y una pieza sin colorear en solución de Ringer (7 g NaCl/l H2O), la superficie de estas piezas 
es en todos los casos de 5,65 cm2. Todas las muestras se mantienen en una estufa a 37 ºC durante 
un periodo de 15 días. Se extraen alícuotas de la solución los días 1, 6, 11 y 15 para conocer la 
evolución de las piezas durante este periodo. Una vez se han recogido todas las muestras se 
procede a su análisis mediante absorción atómica en horno de grafito. 
La espectrometría de absorción atómica en horno de grafito es una técnica de análisis elemental 
que se basa en el estudio de la absorción de las partículas atomizadas de la muestra debido a la 
aplicación de una fuente de calor. En el caso del horno de grafito la fuente de calor es electrotérmica 
de forma que se consigue un mayor rendimiento de atomización. 
En el proceso de análisis se introduce la muestra en el tubo de grafito donde esta se evapora y se 
atomiza. Se utiliza una fuente de radiación llamada lámpara de cátodo hueco. Esta lámpara sólo 
sirve para el análisis de un solo elemento, aquel elemento que constituya el cátodo de la lámpara. 
Para el caso del análisis de liberación de iones será de Cr y Ni. Una vez preparado el dispositivo se 
mide la absorción de la muestra respecto unos patrones de concentración conocida.  
Esta técnica es la que permite obtener límites de detección de elementos más bajos. Incluso 
inferiores a los de la espectroscopia de emisión atómica por ICP plasma. Aunque esta última tiene la 
ventaja de poder realizar análisis multielemental con lo que el tiempo de análisis se acorta. Los 
límites de detección de AAS electrotérmico para el Cr y el Ni son respectivamente 0,37 y 0,61  ppb 
(ng/l). 
En la Figura 14 se muestra de forma esquematizada el equipo de absorción atómica en horno de 
grafito, así como la plataforma en la que se coloca la muestra para ser analizada.  
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 Tabla 4. Concentración de Ni en función de los días medida en ppb. 
Fig. 14. (a) Sección transversal de un horno de grafito. (b) Plataforma de colocación 
de la muestra 
 
 
 
Los resultados encontrados en el análisis de liberación de iones Ni para la pieza sin tratar y cinco 
piezas coloreadas por distintos métodos se muestra en la tabla siguiente: 
Tabla 4 
Día Blanco 
Sin 
coloración 
Método 
ACE 80ºC 
Ecp:600mV
Método 
ACE 95ºC 
Ecp:100mV
Método 
INCO 95ºC 
1160mV 
Método 
INCO 95ºC 
1180mV 
Método 
ACE 95ºC 
Ecp:600mV
0 0 0 0 0 0 0 0 
1 0 0 1,37 1,82 3,35 5,17 1,98 
6 0 0 1,98 2,13 4,56 7,6 1,37 
11 0 0 2,43 2,43 5,47 8,52 2,28 
 
15 
0 0,91 2,74 2,13 7,6 10,49 2,74 
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Se ha representado la tabla anterior en forma de gráfico para así realizar una comparación de forma 
más visual. Si se realiza un análisis de los resultados se extrae que la presencia de la capa de óxido 
de cromo provoca un aumento en la cantidad de iones liberados respecto el material sin tratar. Esto 
puede ser debido a la falta de homogeneidad de la capa formada. La presencia de poros puede 
acelerar el proceso de corrosión y por lo tanto alcanzar una tasa de liberación de iones superior.  
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 Mét. ACE 80 ºC Ecp: 600 mV
 Mét. ACE 80 ºC Ecp: 100 mV
 Mét. INCO 80 ºC 1160 mV
 Mét. INCO 80 ºC 1180 mV
 Mét. ACE 95 ºC Ecp: 600 mV
 
Si se compara la efectividad de las capas de óxido de cromo formadas se puede ver que mediante el 
método ACE se consigue mayor calidad de capa ya que la concentración de iones liberados al 
medio es mucho menor que en el caso de las piezas recubiertas mediante el método INCO.  
El mismo estudio ha sido realizado para el caso de los iones Cr. Los resultados de los análisis se 
muestran a continuación en la Tabla 5. 
 
 
Fig. 15. Liberación de iones Ni. 
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Tabla 5. Concentración de Cr en función de los días medida en ppb.  
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Tabla 5 
Día Blanco Sin coloración 
Método 
ACE 80ºC 
Ecp:600mV
Método 
ACE 95ºC 
Ecp:100mV
Método 
INCO 95ºC 
1160mV 
Método 
INCO 95ºC 
1180mV 
Método 
ACE 95ºC 
Ecp:600mV
0 0 0 0 0 0 0 0 
1 0 0 1,58 1,86 5,66 2,60 15,68 
6 0 0 1,67 2,41 6,78 2,79 15,88 
11 0 0 1,67 3,62 6,78 6,78 20,89 
15 0 0 2,04 3,62 10,21 10,49 21,08 
Fig. 16. Liberación de iones Cr. 
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En este caso, al igual que en el anterior, se puede comprobar en la Figura 16 que el tratamiento de 
coloración provoca un aumento de la liberación de iones. Se llega a la conclusión que la capa 
formada debe de ser porosa y su adherencia final depende del método que se utilice.  
En general, la capa formada con el método ACE libera menos iones Cr por lo que se deduce que su 
adherencia es mejor que la formada a partir del método INCO. Como excepción se encuentra la 
capa formada mediante el método ACE a 95 ºC con un Ecp de 600mV que presenta una 
concentración de iones bastante superior a los otros casos. Esto se puede atribuir a un 
desprendimiento parcial de la capa, que al estar compuesta de Cr ha provocado la subida repentina 
de la concentración de este ión en solución. Se cree que este defecto puede haber sido puntual ya 
que por lo general ese método de formación de capa es el que lleva a tener un recubrimiento más 
efectivo. Además, un potencial catódico superior representa un espesor de capa mayor que 
manisfestará una menor adherencia al substrato de acero inoxidable.  
El recubrimiento por métodos electroquímicos del acero inoxidable fue diseñado en un principio para 
que la capa de óxido de cromo formada en la superficie actuara de barrera de los iones Ni. Estos 
iones presentan gran toxicidad y un gran problema de alergias en pacientes sensibles al níquel. Tal 
y como se ha observado en los resultados no se ha conseguido el efecto esperado ya que aunque 
en concentraciones muy bajas se ha detectado una mayor presencia tanto de iones Ni como Cr. No 
se conoce si esta liberación es tóxica para el organismo por lo que deberá comprobarse mediante 
ensayos de citotoxicidad. Además, se deberá estudiar el recubrimiento de forma más amplia para 
intentar mejorar la calidad de la capa formada y conseguir así una disminución significativa de la 
concentración de iones liberados. 
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5.2. Influencia del proceso de esterilización 
El objetivo del estudio sobre la esterilización de las piezas coloreadas se utiliza para comprobar la 
posibilidad de utilización de estas piezas en aplicaciones quirúrgicas  como el caso de instrumental 
de quirófano o implantes metálicos. Se quiere estudiar no sólo el cambio de propiedades en un 
proceso de esterilización sino que se pretende ver si seria posible realizar diversas esterilizaciones 
como en el caso de material de quirófano, el cual se debe utilizar repetidamente. 
Se conocen diferentes métodos de esterilización que se utilizan según el material a tratar. El hecho 
de trabajar con un material metálico posibilita la utilización de técnicas sencillas de esterilización. La 
más conocida es la de la aplicación de vapor de agua en una autoclave, el efecto de la temperatura 
y del vapor de agua permite una acción bactericida, proceso que no seria aplicable a materiales 
termosensibles. 
Para ello se realiza sucesivas veces el proceso de esterilización y se observa si la capa recubierta 
mantiene sus propiedades. Para la realización de este estudio sobre la esterilización de piezas 
coloreadas se ha utilizado Sterilmax 17. Sterilmax 17 es una autoclave a vapor saturado con 
diversos programas que permite el esterilizado de piezas. Para la realización de este ensayo se ha 
utilizado un programa que se basa en someter a la pieza a una temperatura de 120 ºC y con una 
presión de 1 bar. El tiempo de esterilización utilizado es de 30 minutos en agua y posteriormente se 
procede al secado durante 35 minutos. Todo el proceso de esterilización se ha repetido 20 veces en 
diversas piezas para así poder comprobar si ha habido alguna influencia en el recubrimiento.  
Los resultados encontrados después de la repetición del proceso de esterilización han sido que 
durante las 15 primeras esterilizaciones la capa permanece estable sin pérdida de color ni de 
adherencia. Se empieza a observar un cambio en el color del recubrimiento a partir de la 
esterilización número 20. La capa pierde su color homogéneo y por lo tanto ya no se tiene el mismo 
nivel de fiabilidad en su capacidad protectora. 
No se dispone de equipos adecuados para medir de forma cuantitativa el cambio de color que 
sufren las piezas por lo que estos resultados corresponden sólo a una aproximación cualitativa y 
para obtener conclusiones más contundentes se deberían realizar estudios más profundos. 
No se conoce la importancia en el cambio de color de la capa cuando se realizan un número 
elevado de esterilizaciones. Aunque un cambio de color normalmente suponga un adelgazamiento 
del recubrimiento y a la vez una liberación al medio de nuevos iones, las condiciones de trabajo del 
material no serán tan agresivas por lo que se deberá esperar los resultados de citotoxicidad para 
conocer con más exactitud la viabilidad del recubrimiento. 
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5.3. Resistencia a la corrosión electroquímica 
Los ensayos se realizan en una célula electrolítica conectada a un potenciostato modelo VOLTALAB 
PGZ 301, conectado a un ordenador, desde donde se controla todo el ensayo, mediante un 
programa informático llamado VOLTAMASTER4. Es imposible medir las propiedades electródicas 
de un material en contacto con una disolución sin la utilización de un electrodo capaz de cerrar el 
circuito eléctrico. Este electrodo debe tener características de comportamiento que indiquen que es 
idealmente no-polarizable. Así, los cambios que sufre la pila debido al paso de corriente eléctrica 
pueden asociarse en su totalidad a los procesos que suceden en el material objeto de estudio.  
El ensayo realizado consiste en controlar la diferencia de potencial que se establece entre el 
electrodo auxiliar de Platino, y la muestra (electrodo de trabajo). Esta diferencia de potencial, se 
mide mediante un electrodo de referencia de Ag/AgCl (no-polarizable). Se utiliza un esquema típico 
de tres electrodos ya que minimiza la caída óhmica y evita que se polarice el electrodo de referencia 
con el paso de intensidades de corriente elevadas. Un esquema del sistema de trabajo con tres 
electrodos se muestra en la siguiente figura: 
 
 
 
 
 
 
 
Los ensayos se realizaron a temperatura ambiente (22 ºC). Se introduce la pieza a ensayar y los 
electrodos en un vaso de precipitados lleno de solución de Ringer (7gr NaCl/l H2O). 
Inicialmente se trabajó con la función “Open Circuit Potential” del VOLTAMASTER4 donde se 
obtiene el potencial libre de la pieza y que nos permite establecer los parámetros que requiere la 
voltametría cíclica posterior. Además se produce la lectura del potencial libre de la muestra respecto 
al del electrodo de referencia (Eº) que es 0,222 V. Un valor alto de potencial libre significa una mayor 
resistencia a la corrosión. Este potencial se obtiene trabajando la pieza como pila, es decir con el 
Fig. 17. Esquema del sistema electroquímico de tres electrodos. 
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potencial generado por la diferencia de potencial entre el platino y el acero inoxidable. Estos 
ensayos se realizan durante una hora para dar tiempo y obtener una lectura estable. Este valor es 
difícil de obtener ya que cualquier problema en las conexiones puede dar valores inesperados de 
potencial. 
 
 
Fig. 18. Método de trabajo para el cálculo del potencial libre. 
Fig. 19. Parámetros de trabajo para el cálculo del potencial libre. 
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Posteriormente se trabajó con la función “Cyclic Voltammetry” que aplica un potencial inicial entre la 
pieza y el electrodo de platino, en este caso el potencial libre obtenido en el ensayo anterior, y va 
incrementando ese potencial midiendo la corriente que pasa por el sistema. Se realiza un barrido 
entre distintos potenciales elegidos según el caso que van de valores positivos a negativos. A 
potenciales negativos respecto el potencial libre la muestra actúa como cátodo y no se corroe. Al 
aumentar el potencial llega un punto en el que empieza a circular corriente. Este punto es en el que 
se rompe la capa de pasivación y se llama potencial de picadura (Epit). Cuando el potencial llega a 
un límite establecido, este comienza a disminuir hasta el potencial inicial. 
 
Fig. 20. Método de trabajo para el cálculo del potencial de picadura. 
Fig. 21. Parámetros de trabajo para el cálculo del potencial de picadura. 
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Fig. 22. Potencial libre del acero inoxidable sin colorear. 
Fig. 23. Potencial libre del acero inoxidable coloreado mediante el método INCO. 
Algunos de los resultados que se obtienen de la realización de diversas pruebas con acero 
inoxidable 316L coloreado mediante métodos ACE e INCO se muestran en las siguientes figuras.  
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Fig. 24. Voltametría cíclica del acero inoxidable sin colorear. 
Las gráficas de potencial libre muestran que el valor de tensión al que se estabiliza el acero 
inoxidable sin colorear es mayor que el potencial de estabilización del acero inoxidable coloreado. 
Esto quiere decir que el material sin colorear es ligeramente más noble, y por lo tanto, un poco más 
resistente a la corrosión que el material coloreado. Pero la resistencia a la corrosión es del mismo 
orden de magnitud. La diferencia es tan pequeña que sería difícil ver un comportamiento distinto a 
corrosión en el caso de una aplicación concreta. 
No se exponen más resultados de potencial libre ya que este es un parámetro muy difícil de 
estabilizar. Las muestras sólo se colorean por una cara y se debe evitar medir el potencial tanto de 
la zona sin colorear como la zona intermedia. Para eso se embuten la muestras en resina. 
Previamente se ha colocado un cable como contacto eléctrico. Una vez curada la resina se pule la 
muestra que puede ser coloreada. Antes de realizar los ensayos se corrosión se sellan los bordes 
de la placa metálica con silicona y así evitar que se introduzca agua que pueda alterar las lecturas. 
Aunque esta preparación de muestra parece ser efectiva para conseguir una buena reproducibilidad 
en los ensayos de voltametría cíclica continúan habiendo problemas en las lecturas de potencial 
libre por lo que la determinación de este parámetro pasa a un segundo término. 
Las siguientes figuras muestran ejemplos de gráficas de voltametría cíclica para el acero inoxidable 
coloreado y sin colorear. La superficie en contacto es en todos los casos de 2,89 cm2. Como se ha 
comentado con anterioridad, el potencial en el que la densidad de corriente deja de ser cero recibirá 
el nombre de potencial de picadura. Este valor es el que dará información sobre la sensibilidad de 
este material a sufrir este tipo de corrosión.  
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Fig. 25. Voltametría cíclica del acero inoxidable sin colorear. 
Fig. 26. Voltametría cíclica del acero inoxidable sin colorear. 
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Tabla 6. Resultados promedio de potencial de picadura. 
En este caso se ha decidido estudiar la resistencia a la picadura ya que el medio en el que debe 
trabajar un implante tiene una gran cantidad de iones y este tipo de corrosión es bastante frecuente. 
Las gráficas de voltametría cíclica reiteran los resultados de potencial libre y nos muestran que el 
valor de potencial al que las muestras de acero inoxidable comienzan a corroerse esta siempre por 
encima de los 0.6 V, respecto al electrodo de Ag/AgCl, mientras que las muestras coloreadas 
comienzan a antes por lo que su resistencia a la picadura es menor. También se puede observar 
que la resistencia a la corrosión de las muestras coloreadas por el método ACE es mayor que la de 
las muestras coloreadas por el método INCO por lo que se intuye que la capa formada tiene mayor 
adherencia y homogeneidad en el método ACE. 
La tabla siguiente muestra valores promedio después de diversos ensayos para el potencial de 
picadura respecto el electrodo de Ag/AgCl. Se estudia la diferencia entre el método INCO, ACE y las 
muestras sin colorear: 
  
 
 
 
 
 
 
Esta pérdida de resistencia a la corrosión es debida a que la capa de óxido formada para colorear el 
acero inoxidable no es homogénea y es poco resistente. En el momento en el que un trozo de capa 
se desprende de la superficie se genera un poro donde se acumulan los iones de oxígeno que 
atacan el acero. La densidad de poros de la capa parece disminuir en el caso del método ACE. Para 
comprobar si las conclusiones a las que se llega tras estos ensayos son válidas se realizarán 
posteriormente medidas de imágenes de SEM para ver la capa de forma más detallada. 
 
 
 
Tabla 6 
Método Epit [V] 
 Sin colorear 0.740 
 Método INCO 0.475 
 Método ACE 0.578 
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Fig. 27. Difractogramas de rayos X rasantes para muestras coloreadas por métodos 
electroquímicos. 
5.4. Estudio de la composición del recubrimiento con Rayos X 
rasantes 
El estudio mediante rayos X rasantes permite conocer la composición de la capa introducida 
mediante los dos métodos electroquímicos estudiados. Los rayos X rasantes se utilizan para ver la 
composición de recubrimientos por lo que se pretende utilizar un ángulo de entrada lo más cercano 
posible a 0 º ya que al aumentar el ángulo los rayos penetran más en el material y lo que se mide 
entonces es la composición del substrato. Por la misma razón es muy importante también que la 
muestra tenga una superficie plana.  
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Fig. 28. Difractogramas de rayos X  para muestras coloreadas y tratadas térmicamente. a) 
muestra sin colorear. b) muestra coloreada. c) muestra coloreada tratada a 1073 
K. d) muestra coloreada tratada a 1223 K.  
En la figura anterior se muestra los difractogramas obtenidos para muestras coloreadas por 
diferentes métodos y condiciones. Si se estudian los ángulos de difracción y las intensidades 
relativas se comprueba que estos difractogramas representan un acero de estructura austenítica. 
Estos difractogramas representan el substrato y no el recubrimiento. 
Se ha consultado bibliografía específica [11], en la que se encuentra una explicación para este 
hecho. Según la información publicada la capa formada de óxido de cromo es de características 
amorfas por lo que no es detectada por un ensayo de rayos X. Pero si se realiza un tratamiento 
térmico de calentamiento entre 573 y 973 K se puede identificar mediante esta técnica una capa 
cristalina de α-Cr2O3 con una estructura trigonal tipo corindón. Si el tratamiento se realiza a partir de 
1073 K aparece una nueva estructura de  γ-Cr2O3 tipo espinela cúbica. Las dos fases coexisten 
hasta una temperatura de 1223 K en la que la única estructura presente es la γ-Cr2O3. 
En la siguiente figura se muestra como en la bibliografía se ha estudiado la evolución de los 
difractogramas según el tratamiento y la temperatura. Se puede observar que en el caso de la 
coloración electroquímica sin tratamiento térmico la estructura que se observa es la del substrato ya 
que la capa tiene características amorfas. Esto coincide con los resultados obtenidos 
experimentalmente en este proyecto. 
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Fig. 28. Equipo de microscopia JEOL ® JSM-6400 Scanning Microscope. 
A partir de estas superficies tratadas térmicamente se realizan en la bibliografía ensayos de 
corrosión por picadura. Se ha observado que el material es sensible a este tipo de corrosión con 
superficies tratadas a temperaturas inferiores a 1223 K. Sólo las capas tratadas a temperaturas a 
partir de 1223 K están libres de tendencia a la picadura. Se podría comprobar esta tendencia en un 
futuro para estas capas tratadas. 
 
5.5. Estudios de microscopia SEM 
Se observaron mediante microscopia electrónica una muestra de acero inoxidable sin colorear y dos 
muestras coloreadas, una mediante el método ACE a 95 ºC con un Ecp de 400 mV y otra coloreada 
por el método INCO a la misma temperatura y con un potencial de 1160 mV. 
Para la observación microscópica y estudio de las superficies, se utilizó un equipo de técnica SEM 
(Scanning Electron Microscopy) JEOL ® JSM-6400 Scanning Microscope. El equipo utilizado en la 
observación microscópica se muestra en la Figura 28. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Con este equipo se realizó un análisis totalmente cualitativo de las superficies de las distintas 
muestras. La naturaleza conductora de las muestras a estudiar hizo innecesario recubrir su 
superficie con oro o con carbono para su correcta visualización. Se realizaron diversas micrografías 
para documentar y justificar el estudio. 
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Fig. 30. Microscopía de la muestra coloreada por el método INCO a 1160 mV y 95 ºC a 
4500 aumentos. 
Fig. 31. Microscopía de la muestra sin colorear a 1000 aumentos. 
Las micrografías muestran como la superficie se torna porosa al colorearla por anodización. Esto 
quiere decir que la capa de óxido que se genera en la superficie es porosa. También se observa 
como el sellado produce una disminución de la porosidad reduciendo el tamaño de los poros. 
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Fig. 32. Microscopía de la muestra coloreada por el método ACE con Ecp 400 mV y 95 ºC a 
4500 aumentos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para el estudio de la superficie mediante SEM se han utilizado muestras de acero sin pulir ya que 
este tratamiento no es necesario para una buena coloración si el material tiene una superficie 
brillante. Debido a esta falta de pulido las microscopías observadas presentadas numerosas ralladas 
que no se deben confundir con los poros redondeados que se producen después de la coloración. 
Gracias a la utilización de esta técnica se ha podido comprobar que las conclusiones a las que se 
llegaban después de los ensayos de corrosión son válidas. La menor resistencia a la corrosión de 
las superficies coloreadas se debe a la presencia de poros que favorece la picadura de las 
superficies. Así una densidad de poros menor aumenta las propiedades del material en contacto con 
una disolución. 
Una vez localizado el problema de la menor resistencia a la picadura debido a la presencia de poros 
se ha intentado realizar un proceso de sellado. Según diversa bibliografía, las superficies recubiertas 
con óxido de titanio también sufren la presencia de poros. Se ha comprobado que el hecho de 
introducir el material en agua hirviendo durante 10 minutos ayuda al sellado de estos poros. Se ha 
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intentado comprobar la eficacia de este método aplicado a la capa de óxido de cromo del método de 
coloración electroquímico.  
Después de este proceso de sellado realizado en dos muestras coloreadas por el método INCO y 
ACE se realizan ensayos del voltametría cíclica. Los resultados obtenidos no difieren 
significativamente de los valores obtenidos sin el proceso de sellado por lo que no se considera que 
sea una técnica adecuada para las muestras estudiadas. 
 
5.6. Mecanismo de crecimiento de la capa de óxido 
Las técnicas de coloración del acero inoxidable han sido estudiadas ampliamente desde hace varios 
años pero en cambio no han sido objeto de estudio hasta hace poco tiempo las características de 
composición y mecanismos de crecimiento de las capas de color formadas. En un estudio reciente 
[7], se han utilizado técnicas análisis de 18O para deducir el mecanismo de crecimiento de la capa de 
óxido formada en la coloración química del acero inoxidable. 
Para realizar los ensayos se debe tener en cuenta las reacciones que se producen durante la 
formación de la capa (Ec. 4.2 y 4.3). Para empezar el estudio las muestras fueron preoxidadas en 
una solución de 16O hasta conseguir un color marrón (espesor de alrededor de 100 nm) después se 
realizó una oxidación en solución rica en 18O. Mediante análisis nucleares se sigue la variación de la 
cantidad de 18O en función de la profundidad concluyendo que la presencia máxima de 18O se 
localiza en la posición de 100 nm de la superficie. Los resultados de espectroscopia Auger (AES) 
difieren de los anteriores ya que sólo se tiene en cuenta en el análisis de 18O los  átomos de oxígeno 
provenientes de H2O y no del CrO3. 
 
 
 
 
 
 
Fig. 33. Mecanismo de crecimiento de la capa de óxido. 
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(Ec. 5.1) 
(Ec. 5.2) 
El modelo mostrado en la Figura 33 es capaz de justificar los resultados experimentales. Al principio 
de la oxidación, la velocidad de migración de los átomos de oxígeno es mayor que la de los cationes 
(Fe, Cr, Ni). A medida que la capa aumenta en espesor la velocidad de migración del oxígeno 
disminuye y aumenta la de cationes este encuentro se produce a una distancia de la superficie de 
100 nm, donde se sigue formando la nueva capa de óxido. Esto explica que la posición del máximo 
de concentración de 18O no dependa del espesor del recubrimiento. 
 
5.7. Estudios del color de la capa 
Para la realización de este proyecto se han caracterizado los colores obtenidos en los diferentes 
recubrimientos de forma aproximada. En cambio, la definición del color de un objeto puede ser 
cuantificada de diversas formas. Durante la fase experimental no se han caracterizado los colores 
obtenidos ya que no era objetivo del proyecto realizado. Se buscaba estudiar la formación de una 
capa protectora para caracterizarla adecuadamente y poder estimar después su viabilidad para su 
utilización en el campo biomédico. 
Sin embargo, seria adecuado conocer de forma aproximada que mecanismos se pueden seguir 
para establecer parámetros que cuantificación de un color o de su brillo. En la bibliografía consultada 
se han encontrado dos métodos que especifican estas propiedades del color y que se explicaran 
con más detalle a continuación. 
Se puede realizar un estudio del tanto por ciento de reflexión en función de la longitud de onda 
aplicada para diferentes capas de color [10]. Cada uno de estos espectros contienen un máximo o 
un mínimo que siguen la ley de Bragg mostrada en la ecuación 5.1. 
     2nd = m λmax 
     2nd = (m+1) λmin 
donde n es el índice de refracción de la capa de óxido (que se considera 2,2 en la bibliografía), d es 
el espesor de la capa, m el grado de interferencia y por último λmax y λmin son las longitudes de onda 
del máximo y el mínimo de reflexión.  
Para los distintos colores observados el máximo y el mínimo se localizan en la región visible por lo 
que se puede deducir el valor del espesor de la capa aplicando la siguiente ecuación: 
( )maxmin
min
14 λλ
λ
−= nd  
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(Ec. 5.7) 
(Ec. 5.3) 
(Ec. 5.4) 
(Ec. 5.5) 
(Ec. 5.6) 
Por otro lado, para caracterizar no sólo el color de la capa sino también su brillo se utilizan las 
coordenadas cromáticas (L*, a*, b*) [2]. Estos parámetros quedan definidos por las siguientes 
ecuaciones: 
( ) 16/116* 31 −= nYYL  
( ) ( )[ ]3131 //500* nn YYXXa −=  
( ) ( )[ ]3131 //200* nn ZZYYb −=  
donde nXX /  nYY /  nZZ /  > 0,01 
siendo X, Y y Z las coordenadas tristímulos que definen los colores. 
La diferencia entre dos colores (∆E*ab) en términos de coordenadas cromáticas se puede calcular 
siguiendo la siguiente ecuación: 
( ) ( ) ( )[ ] 21222 **** baLabE ∆+∆+∆=∆    
Siguiendo estos dos métodos comentados de forma aproximada se podrían caracterizar cada uno 
de los colores obtenidos en el estudio de los métodos de coloración del acero inoxidable. 
 
5.8. Estudio del espesor de la capa según el color del 
recubrimiento 
El espesor de la capa formada es un parámetro de difícil cuantificación ya que se trabaja con 
espesores tan pequeños que no son detectados en la mayoría de las técnicas clásicas. En la 
bibliografía se han encontrado dos métodos para el cálculo del espesor de la capa que se 
comentaran a continuación. 
El primero consiste en la lectura del tanto por ciento de reflexión en función de la longitud de onda 
aplicada. Utilizando la ecuación 5.2 y conociendo los valores de longitud de onda máxima y mínima 
de reflexión para cada color de capa y el valor del índice de refracción (2,2) se puede conocer de 
forma aproximada el espesor del recubrimiento realizado. 
Otro método de cuantificación del espesor es la utilización de la espectroscopia Auger que se basa 
en el análisis de la composición en función del tiempo de bombardeo. Un esquema de los resultados 
obtenidos con esta técnica se muestra en la Figura 34. 
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Tabla 7. Estudio del color de la capa según su espesor. 
Se observa que el tiempo necesario de bombardeo para llegar a la composición del material base 
cambia en función del espesor de la capa. El color marrón tiene un espesor menor que el verde y 
por tanto el tiempo de bombardeo para este color será menor que para la capa de color verde. 
 
 
Según una recopilación de resultados obtenidos con AES y otras técnicas no especificadas en la 
bibliografía se puede esquematizar el valor de los espesores promedio encontrados para los colores 
más utilizados en la siguiente tabla: 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 7 
Color Espesor de la capa [nm] 
 Marrón  130 
 Azul 156 
 Dorado  229 
 Rosa - Rojo 325 
 Verde 780 
Fig. 34. Resultados de análisis de composición en función del espesor. 
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6. Caracterización del recubrimiento desde el punto del 
vista biomédico 
Los estudios de caracterización del recubrimiento desde el punto de vista biomédico pretenden ver 
el nivel de biocompatibilidad del material con el cuerpo. En este caso se define el término 
biocompatibilidad como la capacidad de un material de cumplir su función dando lugar a una 
respuesta adecuada del receptor en una situación específica. Se debe tener en cuenta que ésta no 
es una propiedad intrínseca del material o del tipo de recubrimiento sino que lo es del producto 
acabado por lo que la forma de las piezas a analizar puede ser determinante para la interpretación 
de los resultados obtenidos. 
La finalidad de la realización de la coloración del acero inoxidable 316L es provocar un crecimiento 
de una capa protectora que aislará el Ni del exterior y así evitar los efectos nocivos de este elemento 
en contacto con el cuerpo, legislados según se muestra en el anexo B.  Además de este efecto 
barrera se tendrá que estudiar el comportamiento de la nueva capa formada ya que no debe ser 
tóxica para el organismo.    
Se han realizado dos tipos de ensayos para evaluar la biocompatibilidad del material y por lo tanto 
para conocer las futuras aplicaciones que podría tener. En primer término se realizaron estudios de 
citotoxicidad ya que es un punto clave en el estudio desde el punto de vista biomédico. Si la 
liberación de iones del material produce la muerte de las células en contacto con este se deberá 
descartar el tratamiento de coloración en la utilización del acero inoxidable 316L para aplicaciones 
biomédicas. 
Otro ensayo realizado para la caracterización de la capa se basa en estudios de agregación 
plaquetaria, estos permiten conocer el comportamiento del material cuando entra en contacto con la 
sangre. El estudio de la interacción de las plaquetas con el material puede dar a conocer su 
idoneidad para su utilización como implante cardiovascular. Se buscarán superficies no 
trombogénicas por lo que la agregación plaquetaria deberá ser baja. Si el recubrimiento provocara 
una adición menor de plaquetas que en el caso del material sin recubrir se podría estudiar la 
posibilidad de utilizar este tratamiento superficial para colorear stents cardiovasculares. 
Los stents cardiovasculares son dispositivos que se utilizan para mantener abiertos vasos 
sanguíneos que por causas diversas han sufrido una acumulación de grasas en sus paredes 
provocando un estrechamiento que si no se trata podría derivar en la aparición de un infarto. La 
mayoría de los stents cardiovasculares que se utilizan son de acero inoxidable 316L. Aunque este 
material tiene buenas propiedades para esta aplicación no se ha conseguido evitar que en un 30% 
de casos se produzca una restenosis. Este fenómeno se basa en un re-estrechamiento del vaso 
sanguíneo debido a la acumulación de plaquetas, grasas y otras substancias en el interior del stent.  
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En la actualidad se están investigando diversas formas de evitar la restenosis y mejorar la 
trombogeneidad. Con el estudio de la agregación plaquetaria del material recubierto  se ha 
pretendido abrir una nueva vía para solucionar este problema de forma sencilla. En el anexo A se 
hablará de forma más detallada de los stents cardiovasculares y de los métodos que se investigan 
en la actualidad para mejorar su comportamiento en contacto con la sangre. 
Una vez realizados este tipo de ensayos se podrá tener una visión mucho más amplia de la 
biocompatibilidad del recubrimiento realizado y así descubrir si sería aplicable como biomaterial en 
contacto con el cuerpo. 
6.1. Estudios de citotoxicidad 
Los estudios de citotoxicidad se engloban dentro de los estudios de biocompatibilidad de un 
material. Los ensayos a realizar para la evaluación de la citotoxicidad están muy regulados por lo 
que han sido unificados por la FDA en los Estados Unidos y en Europa siguiendo la norma ISO 
10993. 
Los ensayos de biocompatibilidad se pueden clasificar en dos grandes grupos. In vitro para los 
realizados en material de laboratorio y los in vivo para los realizados en animales vivos o en 
humanos. Los estudios de biocompatibilidad suelen empezar con ensayos in vitro ya que son menos 
peligrosos al no exponer a un sistema vivo a los posibles problemas encontrados. Los estudios en 
animales y humanos se realizarán en las últimas etapas de estos ensayos si los anteriores han sido 
exitosos. 
La citotoxicidad in vitro se puede estudiar de tres formas [13]. Estudios de contacto directo en el que 
las células se depositan sobre el material, los estudios de extractos en los que se extrae alícuotas 
del medio de cultivo que ha estado en contacto con el material y son éstas las que estarán después 
en contacto con las células. Por último, también se pueden realizar estudios de difusión en Agar en 
los que una capa de Agar se introduce entre las células y el material siendo estos ensayos los más 
complicados para el estudio de la citotoxicidad. 
Las ventajas de los estudios de contacto directo es que son los más simples de realizar y son los 
que imitan mejor una situación real de contacto del material con el cuerpo. El problema derivado de 
su utilización es que se necesita una calidad muy grande de superficie porque cualquier 
irregularidad o zona mal pulida podría provocar la muerte de las células por desgarro sin esto 
significar que el material sea citotóxico. Debido a este problema es más común la utilización de otro 
método. 
Las ventajas de la difusión de Agar es que las células no están en contacto directo con el material 
por lo que problemas como el anterior no suceden. Las desventajas encontradas son la necesidad 
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de una sustancia intermedia y la detección sólo de los elementos tóxicos que difundan a través de la 
capa de Agar. 
Por último, el método de los extractos no presenta ninguno de los problemas de los métodos 
anteriores ya que no hay contacto directo del material y las células por lo que el acabado superficial 
no influirá en el ensayo. Además, todas las posibles substancias tóxicas para las células podrán ser 
extraídas para evaluar su acción. Este método tiene la ventaja de poder variar el tiempo de 
extracción y poder diluir los extractos realizados. Por todas estas razones el método utilizado para el 
estudio de la citotoxicidad del recubrimiento será el de los extractos. 
6.1.1. Preparación de los extractos 
Los estudios de citotoxicidad se realizan en la sala de cultivos del Parc Científic de Barcelona. En 
este lugar de trabajo es de gran importancia que el ambiente se mantenga estéril por lo que para 
entrar en la sala se debe llevar una equipación adecuada. Se deben cubrir los zapatos y el pelo, y 
utilizar bata y máscara.  
Los estudios se realizan con chapa de acero inoxidable de 0,6 mm de espesor coloreada mediante 
el método ACE y seleccionando un potencial catódico (Ecp) de 350 mV. Este material ha sido 
esterilizado previamente en una autoclave para eliminar todo tipo de microorganismos y así 
conseguir un medio adecuado para el cultivo de células. 
Los reactivos necesarios se sacan de la nevera o congelador según el método de conservación que 
se les aplique y se introducen en un baño termostatizado a 37 ºC. Durante todo el proceso se 
trabaja con los reactivos en una campana de flujo laminar de 400 m3/h, modelo Telstar Bio-II-A. 
El primer paso que se sigue es la preparación del medio de cultivo. Se parte de medio de cultivo 
modificado de Dulbecco que consta de 4500 mg/L de L-D-glucosa y no contiene L-glutamina, 
piruvato sódico y rojo de fenol. Se le añade un 10% de serum y un 1% de antibiótico 
(penicilina/estreptomicina). Una vez preparado este medio se pone en contacto con el material. Para 
el cálculo de la proporción de medio por superficie del material se siguen las instrucciones de la 
norma ISO 10993 [16]. Para metales de espesor superior a 0,5 mm se debe introducir 3 cm2 de 
material por cada ml de medio de cultivo. Se colocan cinco piezas de 5 cm2 cada una en dos tubos 
tal y como muestra la Figura 35. Siguiendo las instrucciones de la norma se introducen en cada uno 
de los tubos 8,33 ml de medio utilizado micropipetas.  
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Fig. 35. Ejemplo de tubo para extracción. 
 
 
 
Una vez se ha puesto en contacto el material con el medio de cultivo introducen los tubos en una 
incubadora modelo Hepa Filter Thermo Forma, Series II que se encuentra a 37 ºC y con un 5 % de 
CO2. Uno de los tubos servirá para recoger el extracto a las 24 h y el otro a las 72 h de contacto con 
el material. Una vez pasado el tiempo necesario se extrae el medio de cultivo y se coloca en otro 
tubo para su posterior congelación. El tubo con el extracto se mantendrá congelado hasta la 
realización de los análisis. 
 
6.1.2. Cálculo del número de células viables. 
Una vez los extractos se están incubando se deben preparar las células de cultivo. Las células de 
cultivo provienen de una línea inmortal y se utilizan sucesivas veces. Se puede partir de las células 
que se encuentran en la incubadora o de células congeladas. Las células que ya se encuentran en 
la incubadora están adheridas a las paredes del recipiente y para separarlas de la pared y entre 
ellas se debe realizar un tratamiento de tripsinación y posterior lavado con medio de cultivo.  
En el caso de este proyecto se ha partido de células de osteoblastos congeladas el 25.07.03 de la 
serie MG63.3 (2). Se procede a su descongelación en un baño termostatizado a 37 ºC. Una vez se 
encuentran en la temperatura óptima se mezclan con 10 mL de medio de cultivo y se centrifugan 
durante 5 minutos a 900 rpm. Se utiliza una centrifugadora de la marca Beckman Coulter modelo 
AllegraTH 6. Después de ser centrifugadas las células se realizan diversos lavados con medio de 
cultivo para eliminar el líquido que ayuda a su conservación criogénica. Así, las células se 
encuentran preparadas para su cultivo. 
Pág. 54         Memoria 
 
Fig. 36. Diagrama de un hematocitómetro. 
Antes de proceder al cultivo de las células en la incubadora se procede a realizar un recuento 
aproximado del número de células viables utilizando un hematocitómetro tipo cámara de Neubauer. 
Se sigue el protocolo encontrado en la bibliografía [17] basado en el recuento de células viables en 
una cuadrícula estipulada (Figura 36).  
El protocolo de recuento de células marca los siguientes pasos: 
1. Limpieza del hematocitómetro con una solución del 70 % de etanol. 
2. Recoger aproximadamente 20 µl de la suspensión de las células ya obtenida con una 
micropipeta. 
3. Usando la micropipeta transferir la solución dejando que se introduzca por capilaridad. Tratar 
de no sobrecargar la celda. 
4. Utilizando el objetivo de 10x del microscopio enfocar la cuadrícula. Ajustar la imagen para 
poder ver una de las esquinas de la cuadrícula formada por 16 cuadrados. El área total de 
esa zona es 1 mm2 (Figura 36). 
 
 
 
5. Contar las células que se encuentren en el interior del área de 1 mm2. Para el caso que la 
célula se encuentre en las líneas exteriores sólo se contarán aquellas que se encuentren en 
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(Ec. 6.1) 
las líneas superior e izquierda de cada cuadrado. Esto ayuda a evitar que se cuenten por 
duplicado. 
6. Para un cultivo estándar el número de células que se encuentran son entre 100 y 300 cada 
mm2. La precisión de los resultados aumenta a medida que lo hace el número de células 
totales. Si hay un número de células menor a 100/mm2 se deben contar más cuadrados de 1 
mm2. Si hubieran demasiadas células (más de 1000/mm2) se contaran sólo los 4 cuadrados 
pequeños que conforman la diagonal del cuadrado de 1 mm2.  
7. Calcular la media de células encontradas de al menos dos cuadrados de 1 mm2. la 
concentración de las células se calcula de la forma siguiente: 
c = n / v 
c = concentración de células [células/ml] 
ncel = número de células contadas 
v = volumen contado [ml] 
Para un hematocitómetro la profundidad de la cámara es de 0,1 mm y el área donde se cuentan las 
células es de 1 mm2. Por lo que el volumen es de 10-4 ml. Conociendo este valor se puede ver que 
la concentración de células es: 
c = ncel  / 104 ml  o   ncel x 104 / ml 
Utilizando la ecuación anterior y teniendo en cuenta que el número de células medio que se ha 
encontrado es de 14,5 se calcula que el contenido de células viables en los 10 ml de medio de 
cultivo es de 1.450.000 células. Se reserva para la realización de los ensayos de citotoxicidad 3 mL 
del medio en dos placas por lo que se puede calcular que se tiene 450.000 células viables en total. 
Estas placas se dejan cultivar en la incubadora. 
 
6.1.3. Análisis de citotoxicidad. 
Cuando ya se han obtenido los extractos del material en contacto con el medio de cultivo a 24 y 72 
horas se puede proceder al estudio de su citotoxicidad. El primer paso consiste en el tratamiento de 
las células que se encuentran en la incubadora. Después de 24 horas se han adherido a las placas, 
han crecido y se han multiplicado. Se procede ha realizar un lavado cambiando el medio y 
introduciendo solución de Hanks.  
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El siguiente paso se centra en resuspender las células. Para eso se introduce 10 ml de tripsina y se 
realizan sucesivos lavados. Para que la células dejen de estar adheridas en su totalidad se procede 
a la incubación del conjunto durante 5 minutos. Una vez ya ha actuado el reactivo se centrifugan las 
células durante 5 minutos a 1000 rpm. Se resuspenden las células de los dos tubos utilizados en 10 
ml de medio de cultivo y se procede a su recuento con un hematocitómetro siguiendo el protocolo 
descrito en el apartado anterior. Del recuento se obtiene que el número de células viables es 
8.625.000 en el tubo 1 y 4.600.000 en el tubo 2.  
Se deben realizar diferentes diluciones para obtener una recta patrón con diferente número de 
células que servirá de referencia en las lecturas de citotoxicidad. Se trabaja en placas de 96 pozos 
que se utilizan también para hacer los análisis de los extractos y controles positivos y negativos. 
La técnica utilizada para el estudio de citotoxicidad se basa en el siguiente proceso. Se introducen 
10 µl de WST-1, que es una sal de tetrazolio, a los pozos que contienen 100 µl de medio de cultivo 
con las células. Debido a la actividad de las deshidrogenasas del mitocondrio celular se produce la 
rotura de un enlace en esta molécula para dar formazan. Para conseguir un buen nivel de reacción 
se deja incubar el conjunto durante una hora. Después de ese tiempo se ha producido un cambio de 
color que se puede medir utilizando un espectrofotómetro modelo PowerWaveX de Bio-Tek 
Instruments.  
El uso de este espectrofotómetro permite la lectura introduciendo directamente la placa de 96 pozos 
también llamada placa ELISA. Se introducen los parámetros de trabajo utilizando el programa 
KCJunior. Un número mayor de células provoca una mayor actividad de deshidrogenesas y por lo 
tanto una concentración mayor de formazan. Este producto provoca un aumento de absorbancia de 
la muestra en la longitud de onda de trabajo (450 nm) por lo que se verá una disminución clara de 
ésta con el tiempo si  recubrimiento el citotóxico. La muerte de las células implica una menor 
actividad y una menor absorbancia de la muestra. 
En la siguiente figura se muestran los parámetros de trabajo elegidos siendo los más característicos 
la longitud de onda de lectura y la de referencia. En sucesivas pantallas se puede introducir para 
cada uno de los pozos de trabajo una etiqueta. Así, se podrán clasificar como blanco, muestra o 
patrón. 
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Fig. 37. Parámetros de trabajo del espectrofotómetro PowerWaveX de Bio-Tek Instruments. 
 
 
 
 
6.1.4. Resultados 
Una vez se han realizado las diluciones para obtener una recta patrón y se han incubado las células 
durante una hora con el reactivo WST-1 se puede proceder a realizar la lectura de la recta patrón. 
Los resultados de las absorbancias para diferentes números de células y para los blancos  se 
muestran en la Tabla 8. Los análisis se realizan por triplicado para poder evaluar si se debe 
despreciar algún valor en caso de que se produzcan disparidad de resultados. 
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Tabla 8. Relación entre el número de células y la absorbancia detectada. 
Fig. 38. Absorbancia en función del número de células viables. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los resultados de la tabla anterior se pueden representar en forma de gráfico para ver de forma más 
clara el aumento de la absorbancia al aumentar el número de células viables en el sistema. En el 
caso de los valores de absorbancia para un valor de 500 000 células se utiliza sólo el valor mayor ya 
que los otros dos se deben descartar ya que son valores incorrectos. Esta recta ayuda a ver la 
tendencia de las células en contacto con los extractos del material. En realidad no es importante el 
número de células viables en cada momento si no que lo que se pretende es conocer si se produce 
la muerte de estas y eso se ve representado en una disminución clara de la absorbancia.  
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Tabla 8 
Nº células Absorbancia 
Blancos 0.071 0.068 0.068 
1000 0.106 0.137 0.123 
5 000 0.241 0.199 0.219 
10 000 0.452 0.493 0.420 
50 000 1.057 0.896 0.822 
100 000 1.069 1.289 1.360 
500 000 0.685 0.976 1.867 
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Fig. 39. Micrografía 10x de las células incubadas 24 horas con los extractos de 24 horas. 
Tabla 9. Lecturas a las 24 horas de incubación. 
El hecho de conocer los valores de absorbancia de la recta patrón permitirá evaluar después el 
comportamiento de las células en contacto con los extractos. Se realizarán los análisis a las 24 y 72 
horas de incubación. Se parte de 5000 células viables en cada pozo. Los análisis se realizan por 
triplicado en el caso de los extractos y por duplicado en el caso de los controles. Para el control 
negativo se utiliza medio de cultivo y para el control positivo de citotoxicidad se introduce medio de 
cultivo con un 0,02% de Laurilsulfato sódico. Las lecturas después de 24 horas de incubación se 
muestran en la Tabla 9. 
 
 
 
 
 
 
 
 
De los valores de absorbancia encontrados se debe restar los resultados del blanco tanto en la 
realización de la recta patrón como en el caso de las lecturas a los dos tiempos de incubación. Estos 
valores obtenidos servirán para poder analizar la evolución del cultivo con el tiempo. 
Se tomaron diversas fotografías de tanto de las muestras de los extractos como de los dos controles 
para ver la proliferación celular o la muerte de las células del cultivo según el caso. Las micrografías 
de cada uno de los casos se muestran a continuación en diversas figuras. 
 
Tabla 9 
Muestra 24 h 
incubación 
Absorbancia 
 Extracto de 24 h 0.419 0.495 0.586 
 Extracto de 72 h 0.496 0.508 0.393 
 Control positivo 0.073 0.068 --- 
 Control negativo 0.405 0.572 --- 
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Fig. 41. Micrografía 10x de las células incubadas 24 horas con control positivo de citotoxicidad. 
Fig. 40. Micrografía 10x de las células incubadas 24 horas con los extractos de 72 horas. 
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Fig. 42. Micrografía 10x de las células incubadas 24 horas con control negativo de citotoxicidad. 
Tabla 10. Lecturas a las 54 horas de incubación. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Después de 72 horas de incubación se realizan los análisis especificados anteriormente. Los 
resultados se encuentran esquematizados en la Tabla 10. 
 
 
 
 
 
 
 
 
En este caso también se realizan diversas fotografías del estado del cultivo y de los controles y así 
corroborar de forma cualitativa los resultados extraídos del análisis cuantitativo. Las micrografías a 
10x se muestran en las siguientes figuras.  
Tabla 10 
Muestra 54 h 
incubación 
Absorbancia 
 Extracto de 24 h 1.266 1.363 1.301 
 Extracto de 72 h 1.171 1.157 1.141 
 Control positivo 0.073 --- --- 
 Control negativo 1.356 --- --- 
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Fig. 43. Micrografía 10x de las células incubadas 54 horas con los extractos de 24 horas. 
Fig. 44. Micrografía 10x de las células incubadas 54 horas con los extractos de 72 horas. 
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Fig. 45. Micrografía 10x de las células incubadas 54 horas con los extractos de 72 horas. 
Fig. 46. Micrografía 10x de las células incubadas 54 horas con los extractos de 72 horas. 
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Fig. 47. Representación del número de células viables en contacto con los extractos del 
material en función del tiempo de incubación. 
Se realiza un estudio de los datos recogidos para ver la evolución de la células en contacto con los 
extractos del material. 
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6.1.5. Conclusiones  
Después de la realización de los ensayos de citotoxicidad se pueden extraer las siguientes 
conclusiones: 
− El recubrimiento del material no es citotóxico ya que no se produce la muerte celular como en 
el caso del control positivo de citotoxicidad. Esto se ve en las micrografías obtenidas y en los 
valores de absorbancia encontrados. Este razonamiento es válido para los extractos de 24 
horas y para los de 54 horas. 
− Se ha producido proliferación celular en los dos casos ya que las células en contacto con los 
extractos han aumentado con el tiempo de incubación. 
− Si se comparan los resultados de actividad celular de las células en contacto con los extractos 
y los del control negativo de citotoxicidad se puede ver que la proliferación no llega al mismo 
nivel. Esto se muestra de forma más clara en el caso de la incubación a las 54 horas en la 
Figura 42. El número de células viables que han estado en contacto con el material durante 72 
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horas es sensiblemente menor que el número de las que han estado en contacto durante 24 
horas. A su vez, el número de células viables en contacto con extractos es menor que el 
control negativo de citotoxicidad. Estos datos indican una tendencia a la proliferación más 
lenta en el caso de que las células entren en contacto con el material. Para poder llegar a 
conclusiones más amplias se debería realizar ensayos de citotoxicidad a tiempo mayores para 
ver si esta tendencia se generaliza y hasta que niveles de proliferación se llega. 
En resumen, a partir de los ensayos realizados se puede llegar a la conclusión que el 
recubrimiento realizado al acero inoxidable 316L no es citotóxico. Para obtener más información 
se debería continuar con los ensayos y ver su evolución con el tiempo. 
 
6.2. Estudios de agregación plaquetaria 
Los estudios de agregación plaquetaria tal y como se ha explicado con anterioridad dan información 
de la compatibilidad de la sangre con el material. También ayudan a conocer si la superficie objeto 
de estudio  tiene características trombogénicas y por lo tanto no será apta para la aplicación en el 
caso de implantes cardiovasculares tales como los stents que se han citado con anterioridad. 
Las plaquetas contribuyen al proceso hemostático de dos formas distintas. Primero, a través de su 
adhesión y funciones cohesivas que permiten la formación de un coágulo. Segundo, ya que pueden 
activar los mecanismos de coagulación a través de la exposición de la superficie fosfolipídica 
adecuada actuando como catalizador del desarrollo de la coagulación y así pudiendo consolidar el 
coágulo formado con anterioridad. Para promover una correcta hemostasis las plaquetas deberían 
retener en una situación ideal sus propiedades adhesivas y coagulantes. 
Las plaquetas poseen importantes funciones secretoras. Durante el proceso de activación, las 
plaquetas expresan proteínas de membrana, proteínas de adhesión y factores de coagulación y 
crecimiento. Algunas de las proteínas facilitan la interacción de las plaquetas con los leucocitos y las 
células endoteliales. Estas plaquetas juegan un papel importante en los procesos inflamatorios y de 
proliferación y juegan un papel crítico en la proliferación tisular y la curación de heridas. 
El primer contacto de las plaquetas con el tejido vascular subendotelial es crítico para la hemostasis. 
Numerosos factores participan en la interacción plaquetas–tejido subendotelial: proteínas adhesivas, 
sus receptores en la membrana de la plaqueta y factores reológicos. La alteración de cualquiera de 
estos factores puede provocar desórdenes en la hemostasis fisiológica o episodios de sangrado.  
El factor de Von Willebrand, fibronectina y diferentes tipos de colágenos son algunos de los 
principales componentes de las estructuras subendoteliales. Se conoce que la adhesión del factor 
de Von Willebrand a la glicoproteína Ib de las plaquetas es de una importancia crítica para la 
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Fig. 48. Micrografías de SEM en diferentes estadios de la adhesión plaquetaria.  
adhesión de las plaquetas a los tejidos subendoteliales. Consecuentemente la proliferación y la 
formación de agregados de plaquetas es mediado por la glicoproteínas IIb-IIIa. 
La activación de las plaquetas tiene lugar después de procesos de unión o adhesión o después de 
otros estímulos que desencadenan mecanismos de activación como el tromboxano A2, ADP, 
trombina o PAF (factor de activación de plaquetas). 
En un primer paso de la activación las plaquetas sufren un cambio de forma, una contracción de los 
microtubos, y una reordenación de los orgánulos. Ocurre una liberación de contenido de gránulos 
densos (ADP y ATP) y de serotonina.  En un segundo paso, hay una liberación de alfa granulo, de 
fibrinógeno, fibronectina y vWF, exposición de los receptores de fibrinógeno y fibronectina en la 
superficie de la plaqueta y finalmente, una liberación de ácido arachidónico para ser convertido en 
troboxano A2, el cual es un importante mediador en la respuesta en la agregación plaquetaria. 
La ciclooxidasa es un enzima clave responsable de la síntesis del tromboxano A2 en las plaquetas. 
La aspirina y otro medicamentos antiinflamatorios interfieren en un proceso temprano del 
mecanismo de la prostaglandina suprimiendo la formación de los precursores del tromboxano A2 y 
disminuyendo así la capacidad coagulante del organismo. 
 
   
 
 
La trombosis mediada por las plaquetas es un mecanismo que se ha estudiado ampliamente debido 
a la gran cantidad de enfermedades cardiovasculares que se derivan. Para prevenir la aparición de 
un infarto de miocardio se han desarrollado gran cantidad de fármacos antitrombogénicos. Pero en 
la actualidad se continúan buscando medicamentos más efectivos y seguros. En el caso objeto de 
estudio se intenta conocer las propiedades de un nueva superficie desde el punto de vista de la 
trombogeneidad. 
6.2.1. Ensayo de agregación plaquetaria 
Antes de que Baumgartner et al. en 1973 introdujeran las técnicas de perfusión para estudiar la 
adhesión plaquetaria, los métodos que se utilizaban para explorar la hemostasia, proporcionaban 
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una idea global del funcionamiento de las plaquetas in vivo. Con estos métodos no era posible 
diferenciar las interacciones plaqueta-plaqueta de las plaqueta-superficie y no tenían en cuenta los 
mecanismos hemorreológicos, que son de gran importancia en este tipo de interacciones. Por ello, 
la introducción de los métodos de perfusión supuso un gran avance en el entendimiento del 
funcionalismo plaquetario. La técnica de perfusión de Baumgartner consiste en recircular sangre, 
anticoagulada o nativa, través de de un segmento vascular evertido y desendotelizado. Utilizando 
criterios morfológicos y mediante procedimientos morfométricos se pueden diferenciar y cuantificar 
las interacciones de tipo adhesivo y las de tipo cohesivo. 
Por la necesidad de profundizar en el papel de las distintas proteínas del subendotelio en el proceso 
de adhesión, Sakariassen et al. en 1983 diseñaron una cámara plana de perfusión, en la cual se 
podían perfundir cubreobjetos recubiertos por proteínas adhesivas purificadas. Por otra parte, el 
desarrollo de las técnicas de cultivo in vitro, ha permitido la utilización de esta cámara para estudiar 
la interacción de las plaquetas con la matriz extracelular generada por las células endoteliales. La 
matriz extracelular presenta unas características muy similares al subendotelio vascular en cuanto a 
composición y distribución de las proteínas adhesivas, por este motivo se utiliza como modelo in 
vitro para el estudio del proceso de adhesión plaquetaria. Este método permite por lo tanto evaluar la 
trombogenicidad de la matriz extracelular tanto en condiciones fisiológicas como patológicas ya sean 
de sangrado o trombóticas. La utilización de las técnicas de perfusión, además, ha contribuido a 
profundizar en el papel de las glicoproteínas de la membrana plaquetaria en los procesos de 
adhesión de las plaquetas al subendotelio. A continuación se describirá el sistema de perfusión en 
cámara plana, por ser la técnica que se ha utilizado para llevar a cabo los estudios de agregación 
plaquetaria sobre el acero inoxidable coloreado.  
Sistema de perfusión continua en cámara plana [18] 
El sistema de perfusión en cámara plana queda representado en las Figuras 49, 50 y 51. En este 
sistema la sangre anticoagulada, que se deposita en un reservorio, recircula por una serie de tubos 
de polipropileno conectados a la cámara de perfusión, impulsada por una bomba peristáltica a un 
flujo constante. Las condiciones experimentales de flujo, temperatura y tiempo de perfusión deben 
ser previamente fijadas para mimetizar al máximo las condiciones fisiológicas. 
La cámara de Sakariassen consta de un canal de perfusión, en cuya parte superior se insertan los 
materiales a estudiar. La cámara original fue descrita con una altura del canal de perfusión de 1.0 
mm que permite obtener índices de cizalladura hasta 1600 s-1, una vez regulado el caudal de sangre 
que recircula. La Figura 49, representa esquemáticamente la cámara plana. Consta de cuatro piezas 
separadas y fabricadas en polimetil-metacrilato. A y B constituyen el bloque central de la cámara de 
perfusión propiamente dicha. Una vez acoplados, en el interior queda un canal cerrado de 1 cm de 
ancho por 0.1 cm de altura, por donde circulará la sangre. Los tapones E y D son unas piezas 
cilíndricas que se acopla en los orificios del bloque central A. En la parte que queda en contacto con 
la sangre, cada tapón tiene una depresión de 18 x 18 x 0.147 mm, para colocar el cubreobjetos a 
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Fig. 49. Esquema de la cámara de perfusión. 
perfundir. Una vez insertados los cubreobjetos o material a estudiar en los tapones, se introducen en 
sus orificios correspondientes de la pieza A, con la depresión perpendicularmente a la cámara de 
perfusión. De este modo la sangre al recircular por el canal de perfusión, se pondrá en contacto con 
el material a perfundir. La existencia de dos tapones centrales permite hacer duplicados de cada 
determinación, lo cual proporciona un análisis más completo de la interacción plaquetaria. 
 
 
 
Una de las condiciones principales para que el sistema de perfusión mimetice al máximo las 
condiciones que tienen lugar en el torrente circulatorio humano, es que el flujo sanguíneo sea 
laminar. Por otro lado, es necesario disponer de las condiciones que permitan ensayar los distintos 
flujos que se producen in vivo. Sakariassen y colaboradores determinaron las condiciones reo 
lógicas de la cámara, estudiando los flujos laminares que correspondían a un rango de coeficientes 
de cizalladura desde 100 hasta 1600 s-1, correspondientes a los que se generan en el árbol 
vascular. El coeficiente de cizalladura indica la velocidad radial hacia las paredes. Está determinado 
por el radio del tubo y la velocidad del flujo. En la circulación humana el I.C. oscila entre 30-40 s-1 en 
las venas más grandes y 5000 s-1 en condiciones patológicas. El transporte radial de las plaquetas 
hacia la pared vascular se incrementa con el I.C., y con la cantidad de eritrocitos. Los fenómenos de 
transporte plaquetario son más importantes como determinantes de la interacción plaquetaria por 
debajo de I.C. de 650 s-1. Por otro lado, los fenómenos bioquímicos que determinan la adhesión y 
formación de trombos plaquetarios sobre las superficies vasculares predominan en los más altos I.C. 
Basándose en estos conceptos reológicos se pueden realizar experimentos a O, 33, 87, 150 y > 160 
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ml/min, que para la cámara de perfusión utilizada, son equivalentes a índices de cizalladura de de O, 
300, 800, 1300 y > 1600 s-1. Con estas condiciones se consigue alcanzar una gama de condiciones 
reológicas tanto fisiológicas (flujos venoso, arterial y arteriolar), como patológicas (estasis sanguínea 
y turbulencia). 
La sangre para los experimentos de perfusión puede ser obtenida en citrato, heparina u otro 
anticoagulante, o bien ser perfundida directamente. Los estudios con sangre anticoagulada en 
citrato son muy útiles para experimentos in vitro, en los que se pretende analizar la interacción de las 
plaquetas con el subendotelio sin que participe de modo relevante el proceso de la coagulación. La 
introducción reciente de la heparina de bajo peso molecular como anticoagulante en los estudios de 
perfusión, ha introducido nuevas posibilidades en el estudio de la interacción de las plaquetas con el 
subendotelio. Utilizada en concentraciones adecuadas, es posible mantener la sangre 
perfectamente anticoagulada de modo que se permita la generación de la mínima cantidad de 
trombina necesaria para involucrar al proceso de coagulación de modo local. De esta forma la 
reactividad plaquetaria puede estudiarse en un sistema mucho más fisiológico. Por otra parte, los 
componentes de la sangre anticoagulada pueden fraccionarse para posteriormente mezclarse y 
obtener sangre reconstituida en las condiciones experimentales deseadas. 
Así es posible estudiar el efecto de anticuerpos, fármacos y otras sustancias en los fenómenos de 
interacción de las plaquetas con el sustrato perfundido. 
 
6.2.2. Condiciones de ensayo y resultados del estudio 
Para la realización de estos ensayos se han utilizado placas de acero inoxidable 316L de 0,6 mm de 
espesor que han sido coloreadas mediante el método ACE con Ecp de 350 mV. Se ha utilizado el 
mismo tratamiento que en el caso de los ensayos de citotoxicidad ya que se considera el óptimo 
para su aplicación en el campo biomédico. 
Estos estudios se han realizo en el Hospital Clínico de Barcelona en el departamento de 
Hematología Clínica. Los estudios de realizan con una cámara de perfusión. El funcionamiento de 
esta cámara se basa en la circulación de sangre mediante una bomba por un canal en el que se 
encuentra la muestra. El conjunto se encuentra en un baño termostatizado a 37 ºC y la sangre 
circula en un flujo laminar por lo que la muestra no puede sobresalir del soporte. 
Para poder utilizar la cámara de perfusión se ha construido un nuevo soporte para la muestra ya que 
el que disponía el hospital era para la utilización de cubres y tenía 0,1 mm de espesor. Se siguió un 
esquema lo más parecido posible al original del equipo con la única variación del espesor disponible 
para la introducción de la muestra. El soporte se realiza en PMMA y se introduce una endidura de 
0,6 mm de espesor para igualar el espesor de la muestra y que esta no sobresalga del soporte, así 
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Fig. 51. Esquema del conjunto montado para la realización del ensayo de agregación 
plaquetaria. 
Fig. 50. Esquema del soporte con la muestra y de la cámara de perfusión. 
se mantiene el flujo laminar requerido para el ensayo. En la figura siguiente se muestra un esquema 
de la cámara y del soporte con un material preparados para la realización del ensayo. 
 
 
 
 
En la Figura 51 se muestra un esquema del conjunto montado en un totalidad y preparado para la 
realización del ensayo de agregación plaquetaria. 
 
 
 
Se hace circular un volumen de 20 ml de sangre durante 20 min. La bomba peristáltica trabaja de tal 
forma que se utiliza un índice de cizalladura (I.C.)  representante de las condiciones fisiológicas (800 
s-1). La sangre utilizada se trata con CPD un anticoagulante a base de citrato muy utilizado en estos 
estudios. 
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Fig. 52. Esquema del estudio con microscopio óptico de la adherencia de las plaquetas 
sobre la muestra. 
Una vez acabada la perfusión del material, los aceros inoxidables coloreados a estudiar se fijan con 
solución de 0,5% de glutaraldehido y se tiñen con azul de toluidina 0,02% para poder hacer una 
evaluación morfométrica. Se evalúa en face el grado de deposición plaquetaria sobre la superficie 
perfundida mediante un método automatizado. Para el análisis en face , se obtienen imágenes de la 
superficie perfundida mediante una cámara digital adaptada a un microscopio óptico (Polyvar). Un 
paquete de software (SigmaScan, Jandel Scientific software) ofrece un programa especializado en 
determinar el histograma de niveles de gris de cada imagen y permite sucesivos cálculos 
matemáticos, haciendo posible la determinación de la superficie cubierta por las plaquetas (SC), 
expresándola en porcentaje del área evaluada. La evaluación morfométrica de las secciones 
transversales ofrece una interacción más detallada de la interacción plaquetaria con la superficie 
perfundida. Este paso se muestra en la Figura 52. 
 
 
 
 
 
De los estudios realizados se puede conocer mucha información sobre las propiedades de la 
superficie en contacto con la sangre. Unos de los parámetros que se pueden llegar a conocer a 
través de este ensayo si se realiza de forma completa son [19]: 
− % de contacto plaquetario. 
− % de adhesión plaquetaria. 
− % de agregados de plaquetas. 
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Fig. 53. Cámara de perfusión para el estudio simultáneo de dos muestras. 
− % de superficie cubierta. 
− Peso estimado de adhesión. 
− Peso estimado de agregados. 
− Área de interacción. 
− Volumen de interacción. 
 
En la siguiente figura se puede observar una fotografía de la cámara de perfusión utilizada en la que 
se puede ver que se han introducido dos muestras a la vez para su estudio. 
 
 
 
Al realizar la valoración de las superficies del material tratado con el método ACE y compararla con 
los del acero inoxidable sin colorear se llega a la conclusión que se produce una mayor agregación 
de plaquetas en el primer caso. Por tanto gracias a esta última prueba se puede concluir que este 
tratamiento no seria válido para su uso en stents cardiovasculares.  
Debido a estos resultados no se ha realizado un análisis cuantitativo de la superficie y se ha 
valorado de manera semicuantitativa. Para eso se utiliza una escala  del I al IV en el que el rango I 
implica una agregación baja y el IV una agregación alta. En el caso del material sin colorear se ha 
valorado la agregación presentado con un valor de II. En cambio, en el caso del acero inoxidable 
coloreado con el método ACE se ha considera una interacción III-IV. 
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Fig. 54. Micrografias de las superficies del material tratado y sin tratar. 
Se ha podido observar que la interacción no es homogénea en toda la superficie de la muestra y 
que los lados de esta presentan una mayor agregación de plaquetas. A continuación se muestra en 
la Figura 54 el estado de la superficie del material después de la perfusión. Las figuras a muestran la 
agregación de plaquetas en la zona mayoritaria mientras que las b y c representan zonas puntuales 
de mayor agregación. 
 
 
Acero inoxidable sin colorear 
b) 
Acero inoxidable coloreado con el método ACE 
a) b) c) 
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6.2.3. Conclusiones 
Después del estudio de los resultados del ensayo de agregación plaquetaria realizado en una 
cámara de perfusión plana se considera que el hecho de recubrir el acero inoxidable con una capa 
de óxido empeora sus características trombogénicas. El crecimiento de una capa de óxido en su 
superficie, lejos de evitar la agregación plaquetaria, la fomenta de forma clara, por lo que se debe 
concluir que este tratamiento no es adecuado para materiales de uso en cirugía cardiovascular 
como el caso citado con anterioridad de los stents cardiovasculares.  
Se ha realizado un recuento semicuantitativo de los agregados de plaquetas que se encuentran 
después de la perfusión y se ha tipificado como de grado II en el caso del acero inoxidable sin 
colorear y de grado III-IV en el caso del acero coloreado. Debido a la diferencia tan clara a nivel de 
su interacción con la sangre no se utilizan las técnicas cuantitativas de evaluación y se concluye que 
este material coloreado no tiene buenas propiedades de tipo trombogénico para su aplicación en 
medicina.  
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7. Líneas de Futuro 
Las líneas de futuro de este proyecto pueden enfocarse desde tres puntos de vista. El primero se 
centraría en el estudio en profundidad del proceso de coloración, el segundo en las características 
físico-químicas del recubrimiento. La última línea a seguir estaría enfocada en un estudio biomédico 
del recubrimiento que permita decidir de forma clara si éste sería viable para su utilización en 
implantes y material quirúrgico en general. 
En este proyecto se ha pretendido obtener una visión general de las características y las 
posibilidades que presenta el hecho de colorear acero inoxidable quirúrgico. Una vez realizado este 
estudio generalista se puede centrar la investigación en mejorar los puntos en los que se ha 
encontrado dificultades para su posterior aplicación. 
Siguiendo la primera línea expuesta basada en el estudio en profundidad del proceso de coloración 
y mejoras desde el punto de vista físico-químico se podrían realizar los siguientes pasos.  
− Caracterizar de forma más precisa el color obtenido utilizando las coordenadas cromáticas 
para tener una evaluación más objetiva de la repetibilidad en la obtención de colores. 
− Se ha visto que la presencia de poros en la capa formada perjudica sus propiedades de 
resistencia a corrosión por picadura. Este es un tipo de corrosión muy común en ambientes 
biológicos por lo que se debe intentar encontrar un método adecuado para su sellado. Se 
debería seguir la idea expuesta en la bibliografía [11] de tratar térmicamente las muestras 
después de colorear. En principio este tratamiento provoca un cambio en la estructura de la 
capa de óxido que disminuye la densidad de poros. 
− Un estudio amplio con Rayos X permitiría observar los cambios en la estructura del óxido 
formado al aplicarle diferentes tratamientos térmicos. 
− Además de un aumento en su resistencia a la corrosión el sellado de poros debería mejorar el 
efecto barrera de la capa de óxido a los iones Ni. Así, se podría mejorar el problema de 
alergias que causa en algunos pacientes este metal. Con la realización de un estudio de 
liberación de iones de las muestras selladas se podría ver si el efecto barrera se acentúa.  
En el campo biomédico también se podrían ampliar significativamente los estudios realizados. 
Ampliando los ensayos que ya se han realizado y estudiando nuevas propiedades a través de 
nuevos ensayos. Los principales puntos de investigación se pueden resumir en: 
− Citotoxicidad. El resultado de este ensayo ha sido negativo por lo que se ha afirmado que el 
material no es citotoxico, pero se ha podido intuir una tendencia que muestra un freno en la 
reproducción de las células que se acentúa a medida que aumenta el tiempo de contacto de 
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los extractos con el material. Por esa razón se debería ampliar el número de días en contacto 
para dar tiempo suficiente a la liberación de los iones por parte del material. Incluso se podría 
aumentar el tiempo de cultivo de las células para así ver de forma más clara su tendencia. 
− Agregación plaquetaria. El número de muestras analizadas son insuficientes para realizar un 
estudio extenso. Esto sólo nos da una idea general sobre su comportamiento. Para tener 
valores más concretos se debería ampliar el número de estudios. 
− Por último, se han pensado realizar estudios de adherencia de proteínas ya que dan 
información de las interacciones del material con el exterior. Los diferentes tipos de proteínas 
adheridas en la superficie provocan un comportamiento diferenciado de las células. Éstas 
utilizan las proteínas como anclaje al substrato y permiten su movilidad. La interacción de las 
células con la matriz extracelular puede causar un crecimiento o una diferenciación celular 
según el tipo de proteínas que se encuentren en contacto. Debido a estas diferencias en el 
comportamiento celular según el tipo de proteínas que se adhieren, estos ensayos son de 
gran importancia para una caracterización completa del recubrimiento. 
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8. Evaluación económica del proyecto. 
La evaluación económica de este proyecto pretende ser una recapitulación de las horas empleadas 
para realizar el proyecto por parte del proyectista, los equipos utilizados y colaboraciones que se han 
realizado para completarlo. Se ha estipulado que cada hora de trabajo de un Ingeniero Junior debe 
valorarse en un mínimo de 60 euros. Siendo este precio mínimo el recomendado para estudiantes 
en convenio de prácticas. 
Se considera que se  han dedicado a la realización de este proyecto una media de tres horas y 
media diarias durante un periodo de  6 meses por lo que el importe económico de esta dedicación 
se debería valorar en un mínimo de  4200 €.  
La relación de las horas  empleadas en equipos instrumentales cedidos por la universidad para la 
realización del proyecto se detalla a continuación: 
Voltalab: 180 horas. 
Equipo SEM: 1 hora. 
Sala de cultivos Parc Científic: 30 horas. 
Considerando la utilización de equipos de la Universidad supondría un gasto de 300 € la hora se 
considera que el costo de la  utilización de equipos es de 63300 €.  
También se debe considerar el gasto en productos químicos necesarios para el proceso de 
coloración. En este grupo se considera  la compra de Cromo VI y la utilización de agua destilada, 
ácido sulfúrico y de los costes de NaCl para la preparación de la solución de Ringer. La suma de 
todos estos productos darían un coste aproximado de 600 €. 
Para la realización del proyecto se ha utilizado material (acero inoxidable quirúrgico) suministrado 
por el taller mecánico del ETSEIB. Además, en este taller se han realizado los soportes de PMMA 
para las pruebas de agregación plaquetaria. El coste de estos servicios se ha estimado en 300 €. 
 Por último, se debe considerar los costes de los servicios realizados fuera del ámbito de la 
Universidad Politécnica de Cataluña. Los servicios utilizados han sido: 
Liberación de iones metálicos, realizados en los servicios científico técnicos de la Universidad de 
Barcelona con un coste de 1200 €. 
Ensayos de rayos X rasantes, realizados en los servicios científico técnicos de la Universidad de 
Barcelona, con un coste de 600 €. 
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Ensayos de agregación plaquetaria realizados en el Hospital Clínico de Barcelona, con un coste de 
3000 €. 
La suma de todos estos servicios asciende a una cantidad de 4800 €. 
Si se hace una recapitulación de todos los gastos que se han expuesto se podrá calcular un gasto 
aproximado de la realización de este proyecto. 
 Horas de dedicación de un Ingeniero Junior: 4200 €. 
 Utilización de equipos: 63300 €. 
 Costes en productos químicos: 600 €. 
 Gastos en el taller mecánico: 300 €. 
 Servicios realizados fuera del ámbito del ETSEIB: 4800 €. 
 
La suma de estos elementos supone que el precio de la realización de este proyecto de 
investigación se sitúa alrededor de los 73200 €. 
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Conclusiones 
Después de la realización de este proyecto se ha llegado a las siguientes conclusiones: 
Desde el punto de vista del proceso de coloración se han conseguido optimizar los 
parámetros de dos métodos electroquímicos. El método INCO de corriente continua y el 
método ACE de corriente alterna. En los dos casos se han conseguido obtener diversos 
colores de forma reproducible y se ha realizado un registro de las condiciones para su 
obtención. 
Desde el punto de vista de sus propiedades físico-químicas se ha caracterizado el 
recubrimiento realizado por ambos métodos con diferentes ensayos. Estudio de la liberación 
de iones metálicos en la que se comprueba que se produce una liberación de iones 
ligeramente superior que en la pieza sin colorear. Si se comparan los métodos entre si se 
observa que el método ACE liberaba menos iones que el INCO por lo que se supone que la 
capa tiene mayor homogeneidad y adherencia.  
Esto se encuentra relacionado con su resistencia a la picadura, ensayo que también se ha 
realizado para la caracterización del material. Esta resistencia es también ligeramente inferior 
al material sin colorear  pero se ha visto que si se comparan los métodos es mejor en el 
método ACE. La razón de estos resultados se ratifica en los estudios de la superficie por 
SEM. Se ve que la coloración provoca en la superficie una presencia de poros que favorece 
la picadura y la liberación de iones. Lo que se debe intentar es producir un sellado de estos 
poros para mejorar todas estas propiedades porque como se ha visto están relacionadas 
entre si. 
También se han realizado estudios cualitativos de la respuesta del material a sucesivas 
esterilizaciones en los que se ha llegado a la siguiente conclusión. Una vez el material se 
esteriliza 20 veces se empieza a notar un cambio en su coloración lo que puede significar 
una pérdida de adherencia y de espesor de recubrimiento.  
Debido a su mejor comportamiento en todos los campos estudiados se ha seleccionado el 
método ACE como el adecuado para los ensayos biológicos y se ha utilizado un material 
coloreado hasta obtener un potencial catódico de 350 mV. Este potencial permite observar 
una capa de un color diferenciado pero con un espesor lo suficientemente pequeño como 
para que sea una capa homogénea y mantenga una adherencia óptima.  
Desde el punto de vista biomédico se debe concluir que el recubrimiento realizado no es 
citotóxico ya que la proliferación de las células en contacto con los extractos del material ha 
seguido de forma normal. En la realización de este ensayos de citotoxicidad estandarizado 
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se puede intuir un tendencia a una menor proliferación de células en contacto con extracto 
que en el caso del control negativo. Debido a esta tendencia  se recomienda como línea de 
futuro del proyecto aumentar el número de horas de los extracto para asegurar la conclusión 
que el recubrimiento no tiene características citotóxicas a largo plazo. 
Sobre los ensayos de agregación plaquetaria nos han dado una idea de la relación del 
recubrimiento con la sangre. Se ha podido comprovar que la agregación es entre uno y dos 
grados superior en el caso del material coloreado por lo que no se podría recomendar su uso 
para aplicaciones de contacto con sangre como el caso de los stents cardiovasculares. 
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